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1. Introduction. 
 
Metabotropic glutamate receptors belong to the G protein coupled 
receptors (GPCRs) superfamily and their eight receptor subtypes (mGlu 1-8 
receptors) are classified into three major groups. Three different subtypes of 
Group III metabotropic glutamate receptors are expressed in the brain (mGlu4, 
7 and 8 receptors) and they are localized within the presynaptic active zone of 
glutamatergic nerve terminals (Bradley et al., 1996; Shigemoto et al., 1996). At 
these excitatory synapses, group III mGlu receptors act as autoreceptors 
mediating feedback inhibition of glutamate release (Forsythe & Clements, 1990; 
Trombley & Westbrook, 1992; Gereau & Conn, 1995; Herrero et al., 1996; Millán 
et al., 2002a; Ladera et al., 2007). The signalling mechanism initiated by mGlu7 
receptors to inhibit neurotransmitter release involves the activation of Gi/o 
proteins that inhibit Ca2+ channels and adenylylcyclase (Okamoto et al., 1994; 
Conn & Pin, 1997), and probably the release process itself (Blackmer et al., 2005).  
The inhibition of the evoked release of glutamate has primarily been associated 
with the inhibition of the Ca2+ channels by the βγ subunits released from the 
heteromeric G protein complex (O´Connor  et al., 1999; Millán et al., 2002a). The 
binding of calmodulin to the C-tail of mGlu7 receptor is required for the release 
of βγ subunits and for the subsequent auto-inhibition of synaptic transmission 
(O´Connor et al., 1999). In addition, calcium and phospholipid-dependent 
protein kinase (PKC)-mediated phosphorylation of mGlu7 receptor inhibits the 
binding of calmodulin (Nakajima et al., 1999; Airas et al., 2001), consistent with 
the PKC-dependent suppression of group III mGlu receptors activity (Herrero 
et al., 1996; Macek et al., 1998; Millán et al., 2002a).  
Neurotransmitter release at glutamatergic synapses depends 
primarily on the activity of P/Q- and N-type Ca2+ channels (Luebke et al, 1993; 
Mintz et al., 1995; Turner & Dunlap, 1995; Vázquez & Sánchez-Prieto, 1997). The 
release component mediated by N-type Ca2+ channels is inhibited by mGlu7 
receptors (Millán et al., 2002a; Capogna, 2004). Indeed, this receptor response is 
suppressed by antagonists of calmodulin and by PKC activation (Millán et al., 
2002a, Capogna, 2004). However, in cultured cerebellar granule cells, a new 
signalling mechanism by which mGlu7 receptors modulate somatic P/Q-type 
Ca2+ channels has been identified; it involves phospholipase C (PLC) and PKC 
activation (Perroy et al., 2000). Nevertheless, the modulation of P/Q channels by 
synaptic mGlu7 receptors may differ from somatic receptors because PKC 
activation suppresses group III mGlu receptor responses at hippocampal 
synapses, where synaptic transmission is largely supported by P/Q channels 
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(Wheeler et al., 1994; Macek et al., 1998). For these reasons, in the present work, 
we have studied the mechanism by which mGlu7 receptors inhibit the release 
component coupled to P/Q-type Ca2+ channels in hippocampal nerve 
terminals.  
mGlu7 is not the only G-protein coupled receptor which inhibits 
excitatory transmission. Adenosine A1 and GABAB receptors also inhibit 
glutamatergic transmission acting as heteroreceptors (Wu & Saggau, 1994, 
1995), and these receptors also activate signalling pathways negatively coupled 
to Ca2+ channels and adenylyl ciclase (Yawo & Chuhma, 1993; Millán et al., 
2002a, 2003). By combining Ca2+ imaging and immunocytochemistry, we have 
already showed that A1, GABAB and mGlu7 receptors coexist in a 
subpopulation of cerebrocortical nerve terminals (Ladera et al., 2007). As these 
receptors inhibit glutamate release through common intracellular signalling 
pathways, their co-activation occluded the responses of each other (Ladera et 
al., 2007). It seems likely that the co-expression of these three receptors occurs at 
nerve terminals with N-type Ca2+ channels, as blocking these channels with ω-
conotoxin-GVIA fully occluded the inhibition of release by these receptors 
(Millán et al., 2002a, 2003; Ladera et al., 2007). Indeed, G protein coupled 
receptors preferentially inhibit N-type Ca2+ channels (Zhang et al., 1996; Currie 
& Fox, 1997; González-Inchauspe et al., 2007). To determine whether the 
occlusion of A1, GABAB and mGlu7 receptor responses is restricted to the 
glutamate release mediated by N-type Ca2+ channels, in this work, we have 
analyzed this process in nerve terminals from mice lacking the α1B subunit 
(Cav2.2) of these channels.  
As it has already been mentioned, glutamate release depends 
primarily on N-type and P/Q-type Ca2+ channels. These channels are 
heterogeneously distributed at nerve terminals (Luebke et al., 1993; Vázquez & 
Sánchez-Prieto, 1997). While only N-type or P/Q-type channels contribute to 
transmitter release at some nerve terminals, both subtypes are active at others 
(Millán et al., 2002b; Reid et al., 2003). This heterogeneous distribution of Ca2+ 
channels occurs early during development, as can be seen at the calyx of Held 
(Wu et al., 1999; González-Inchauspe et al., 2007) and at other synapses (Iwasaki 
et al., 2000). However, as development proceeds, the contribution of N-type 
channels to release diminishes, glutamate release relying exclusively on P/Q-
type channels at mature synapses. Thus, there is a change in the mode of release 
during the development of the calyx of Held, from cooperative action of many 
channel types loosely coupled to release (N, P/Q and R channels) to a mode of 
release in which fewer tightly-coupled P/Q-type Ca2+ channels open, inducing 
efficient neurotransmitter release (Fedchyshyn & Wang, 2005). Nonetheless, at 
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cerebrocortical synapses, substantial glutamate release is still governed by N-
type Ca2+ channels in adult animals (Iwasaki et al., 2000; Vázquez & Sánchez-
Prieto, 1997; Millán et al., 2002a, 2003). Ca2+ imaging of single nerve terminals 
reveals that N- and P/Q-type Ca2+ channels are segregated and that they are 
expressed in different subpopulation of nerve terminals. To determine whether 
the glutamate release mediated by these channels exhibit distinct properties, in 
this work, we have isolated each release component in cerebrocortical nerve 
terminals from wild-type mice by specifically blocking N-type calcium channels 
with ω-conotoxin-GVIA and P/Q-type Ca2+ channels with ω-agatoxin-IVA. In 
addition, we have determined the release properties at terminals from mice 
lacking the α1B subunit of N-type channels (Cav2.2) to test the possibility that 
P/Q-type channels can compensate for the loss of N-type Ca2+ channels.  
As already mentioned transfected mGlu7 receptors expressed in the 
soma of cerebellar granule cells can activate phospholipase C (PLC) and the 
subsequent hydrolysis of phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) thereby 
generating inositol trisphosphate (IP3), that releases Ca2+ from intracellular 
stores, and diacylglycerol (DAG), that activates protein kinase C (PKC) (Perroy 
et al., 2000). However, one important question that remains to be resolved is 
whether endogenous mGlu7 receptors at synaptic sites also signal via PLC and 
if so, what effect has such signalling on release modulation. 
Phorbol esters, stable analogues of the endogenous product of PLC, 
DAG, potentiate synaptic transmission by increasing neurotransmitter release 
(Herrero et al., 1992; Parfitt & Madison, 1993; Stea et al., 1995; Zhang et al., 2001; 
Stevens & Sullivan, 1998; Wu & Wu, 2001; Rhee, 2001; Wierda et al., 2007). DAG 
signaling at synapses has long been thought to be mediated by protein kinase C 
(PKC) and both presynaptic K+ and Ca2+ channels as well as other proteins of 
the release machinery, have been identified as PKC-substrates. In addition to 
PKC activation, phorbol esters can also activate munc13-1, a presynaptic protein 
with an essential role in synaptic vesicle priming (Betz et al., 1998; Rhee et al., 
2002). However, there is little information regarding the presynaptic receptors 
coupled to signaling pathways involved in synaptic potentiation. Presynaptic 
PLC activation in response to high frequency stimulation results in synaptic 
potentiation due to increased neurotransmitter release in hippocampal neurons 
(Rosenmund et al., 2002). As high frequency stimulation increases synaptic 
glutamate enough to activate low affinity mGlu7 receptors (Pelkey et al., 2005), 
it remains unclear whether mGlu7 receptors may activate presynaptic PLC and 
whether this action enhances glutamate release. For these reasons, in this work, 
we have studied whether mGlu7 receptors activate phospholipase C in 
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cerebrocortical nerve terminals and whether this activation potentiates 
glutamate release. Moreover, if mGlu7 is able to activate PLC and increase 
DAG, it is possible that this receptor acts through the same mechanism as 
phorbol esters. Therefore, here we have analyzed whether the responses 
produced by mGlu7 receptor and phorbol esters occlude each other.  
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2. Results. 
 
2.1. Inhibition of P/Q channels by mGlu7 receptors in hippocampal 
nerve terminals. 
 
In hippocampal nerve terminals from adult rats, only high 
concentration of the Group III mGlu receptors agonist, L-AP4 (1mM) reduces 
KCl evoked glutamate release, indicating that a low affinity receptor such as 
mGlu7 receptor (Okamoto et al. 1994) is responsible for most of this glutamate 
release inhibition. This is consistent with the immunocitochemisty data 
showing that, among the group III mGlu receptors expressed in the brain, only 
mGlu7 receptor is relatively abundant in the preparation of hippocampal 
synaptosomes.  
In this preparation of hippocampal nerve terminals, the blockade of 
N- and P/Q-type Ca2+ channels with ω-conotoxin-GVIA and ω-agatoxin-IVA, 
respectively, shows that P/Q-type Ca2+ channels support the major component 
of glutamate release, while the remaining release is supported by N-type 
channels. mGlu7 receptor inhibits KCl-evoked glutamate release in the presence 
of ω-conotoxin-GVIA and after decreasing the extracellular Ca2+ concentration 
to abolish the contribution of N-type channels, because these channels support 
release with less efficiency than P/Q channels. Under this low extracellular Ca2+ 
condition, L-AP4 (1 mM) reduces the evoked glutamate release by 35 ± 2%. This 
inhibition is largely prevented by pertussis toxin, but it is insensitive to 
inhibitors of protein kinase C (bisindolylmaleimide) and protein kinase A (H-
89). In addition to this, this response is blocked by the calmodulin antagonist, 
calmidazolium and is associated with a reduction in the Ca2+ influx mediated 
by P/Q channels in the absence of any detectable change in cAMP levels. 
However, L-AP4 decreases the levels of cAMP after adenylyl ciclase activation 
by forskolin, and the activation of this additional signalling pathway is very 
efficient in counteracting the facilitation of glutamate release induced by 
forskolin.  
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2.2. mGlu 7 receptor inhibits glutamate release both in P/Q-type and N-
type Ca2+ channel containing terminals, but always in the presence of 
GABAB  and adenosine A1 receptors.  
 
It is known that in cerebrocortical nerve terminals, inhibition of 
glutamate release by mGlu7 receptor is restricted to N-type channel expressing 
terminals (Millán et al., 2002a). In this work, we have reported that in  
cerebrocortical synaptosomes of mice lacking the α1B subunit of N-type Ca2+ 
channels, in which release is supported exclusively by P/Q-type Ca2+ channels, 
mGlu7 receptor mediated glutamate release inhibition is lost. Furthermore, 
there is no occlusion of the release inhibition by GABAB and adenosine A1 
receptors. Hence in the cerebrocortical preparation, these three receptors only 
seem to coexist in N-type channel containing terminals. In contrast, in 
hippocampal nerve terminals of these knock-out mice, in which mGlu7 receptor 
can inhibit P/Q-type channels, we have observed the occlusion of inhibitory 
responses by co-stimulation of adenosine A1, GABAB and mGlu7 receptors.  
 
2.3. N-type and P/Q-type Ca2+ channel expressing terminals exhibit 
different glutamate release properties.  
 
As we have already observed, mGlu7 receptor mediated glutamate 
release inhibition at cerebrocortical nerve terminals is lost in mice lacking the 
α1B subunit of N-type Ca2+ channels. However, this is not due to a lack of 
mGlu7 receptor expression, as we have seen that mGlu7 receptor expression is 
similar in wild-type and knock-out mice. This is consistent with the fact that 
other responses mediated by this same receptor, such as the inhibition of 
forskolin induced glutamate release, are still present in mice lacking the α1B 
subunit of N-type Ca2+ channels.  
Blocking N-type calcium channel with ω-conotoxin-GVIA and P/Q-
type Ca2+ channels with ω-agatoxin-IVA, we have observed that N-type Ca2+ 
channel mediated glutamate release is more sensitive to reductions in the 
extracellular calcium concentration. Although we have previously described 
that N-type channels are more strongly inhibited by G protein coupled 
receptors than P/Q-type channels, this is not the cause of the weaker coupling 
to glutamate release of N-type channels, because tha addition of pertussis toxin 
does not alter this property.  
Another differential feature of N-type Ca2+ channel mediated release 
is its modulation by protein kinase C. Thus, glutamate release in both wild-type 
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terminals in the presence of ω-conotoxin-GVIA and in mice lacking N-type Ca2+ 
channels, is less facilitated by protein kinase C, indicating that N-type Ca2+ 
channels show higher susceptibility to PKC facilitation.  
 
2.4. mGlu7 receptor activates PLC, translocates Munc 13-1 protein and 
potentiates glutamate release at cerebrocortical nerve terminals.  
 
We have observed that, in cerebrocortical synaptosomes, after long 
pre-treatment with the agonist L-AP4 (10 minutes, 1 mM), mGlu7 receptor 
mediated inhibition of KCl-evoked glutamate release induced by a second 
addition of L-AP4, is lost. This is not due to a desensitization of the receptor 
because the second addition of L-AP4 still inhibits KCl evoked Ca2+ influx. This 
loss of mGlu7 receptor mediated inhibition is due to the appearance of a new 
responses consisting of an increase in glutamate release which conterbalances 
the inhibition. As release inhibition is mediated by impaired calcium channel 
activity, release facilitation was separated from its inhibition by inducing 
release with the calcium ionophore ionomycin, which inserts into the 
membrane and delivers calcium independently of calcium channels. The pre-
treatment with L-AP4 also increases ionomycin induced glutamate release, 
indicating that this facilitatory response is independent of Ca2+ channel activity, 
but dependent of downstream exocytotic release machinery.  
We have confirmed that the loss of glutamate release inhibition is the 
consequence of development of release facilitation, as the reduction of the 
mGlu7 receptor mediated potentiation by phospholipase C inhibitors or by 
diminished L-AP4 concentration of pre-treatment, rescue the inhibition by a 
second addition of L-AP4. Therefore, mGlu7 receptor exerts a bidirectional 
control of glutamate release which might serve to glutamate homeostasis.  
The mGlu7 receptor mediated potentiation resists exposure to 
pertussis toxin, but is sensitive to phospholipase C inhibitors (U-73122). 
Furthermore, this response depends on phosphatidyl inositol (4,5)-
bisphosphate (PIP2) hydrolysis as we have seen that prolonged treatment with 
L-AP4 increases inositol monophosphate (IP1) accumulation, which can be 
measured in the presence of lithium chloride instead of inositol trisphosphate 
(IP3), which is rapidly dephosphorilated. Moreover, the potentiation of release 
does not depend on protein kinase C, as it is insensitive to PKC specific 
inhibitor, bysindolylmaleimide, but it is blocked by the diacylglycerol-binding 
site antagonist, calphostin C, which also inhibits non kinase proteins such as 
Munc 13 proteins, active zone proteins essential for vesicle priming involved in 
neurotransmitter release potentiation. We have also found that the activation of 
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mGlu7 receptor translocates Munc 13-1 protein from soluble to particulate 
fraction. In addition to this, mGlu7 receptor and Munc 13-1 protein co-
immunoprecipitate each other indicating that these proteins assemble into 
stable protein-protein complexes which might  be physiologically relevant in 
vivo. 
The bidirectional control of glutamate release is not an exclusive 
property of mGlu7 receptor. Thus, we have observed that other presynaptic 
receptors as GABAB, which inhibit glutamate release, also enhance glutamate 
release as well as inositol monophosphate (IP1) accumulation, although in this 
case, a G protein sensitive to pertussis toxin is involved in both responses. 
Given that adenosine A1, GABAB and mGlu7 receptors cooperate to inhibit 
glutamate release (Ladera et al., 2007), we analyzed whether they also cooperate 
to potentiate release. To test this, we have activated these three receptors 
simultaneously with low agonist concentrations which don´t have any effect 
when added alone and we have observed that these receptors cooperate to 
increase glutamate release. 
 
2.5. Phorbol esters occlude metabotropic mGlu7 receptor-mediated 
potentiation of glutamate release in cerebrocortical nerve terminals. 
 
We have observed that the potentiation of glutamate release 
mediated by mGlu7 and by phorbol esters show a similar pharmacological 
profile: they are both insensitive to the protein kinase C specific inhibitor, 
bysindolylmaleimide, but they are blocked by the diacylglycerol-binding site 
antagonist, calphostin C, which also inhibits non kinase proteins such as Munc 
13 proteins. This indicates that both responses share the same signalling 
pathway. This is confirmed by the fact that the pre-treatment with both phorbol 
esters and L-AP4 produces a response similar to that produced by each 
treatment alone.  
L-AP4 and phorbol esters mediated potentiations are restricted to 
release sites that express N-type Ca2+ channels as PDBu mediated and mGlu7 
receptor mediated potentiations are absent in nerve terminals from mice lacking 
N-type Ca2+ channels. However, PDBu but not mGlu7 receptor potentiates 
glutamate release at nerve terminals with P/Q-type Ca2+ channels but only 
under restricted conditions of calcium influx (0.1 mM extracellular Ca2+). The 
differential effect of phorbol esters in nerve terminals with N- and P/Q-type 
Ca2+ channels seems to be unrelated to Munc 13 isoforms, as both types of nerve 
terminals express Munc 13-1 and Munc 13-2 but we cannot rule out the 
possibility that it depends on other properties of the release machinery.  
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3. Concluding remarks. 
 
 
3.1. mGlu7 receptor inhibits P/Q-type Ca2+ channels mediated  glutamate 
release via a membrane delimited mechanism which implies Gi/o proteins 
but not PKC nor PLC.  mGlu7 also reduces cAMP levels, which in turn 
affects glutamate release. 
 
 
3.2. mGlu 7 receptor inhibits glutamate release both in P/Q-type and N-type 
Ca2+ channel containing terminals, but always in the presence of GABAB  
and adenosine A1 receptors.  
 
 
3.3. P/Q-type and N-type Ca2+ channels expressing terminals show different 
glutamate release properties as N-type Ca2+ channels are less well coupled 
to glutamate release and show a higher inhibition by G protein coupled 
receptors than P/Q-type Ca2+ channels. 
 
 
3.4. mGlu7 receptor activates PLC, translocates Munc 13-1 protein and 
potentiates glutamate release. This facilitatory response allows mGlu7 
receptor to exert a bidirectional control of glutamate release, which may be 
of importance in glutamate homeostasis.  
 
 
3.5.  The mGlu7 receptor and phorbol esters mediated potentiation of glutamate 
release have a common intracellular pathway and occlude each other. 
Furthermore, phorbol esters but not, mGlu7 receptors, potentiate release at 
nerve terminals that express P/Q-type Ca2+ channels exclusively at low 
extracellular Ca2+ conditions.  
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Las sinapsis glutamatérgicas constituyen el principal sistema de 
neurotransmisión excitadora del sistema nervioso central. Si bien los cambios 
duraderos en la transmisión sináptica glutamatérgica tienen una papel esencial 
en los procesos de aprendizaje y memoria cerebrales, la desregulación de éstos 
puede dar lugar a patologías como la isquemia cerebral o a procesos 
neurodegenerativos (como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, 
Huntington o esclerosis lateral amiotrófica), dependiendo de si dicha 
desregulación presenta un curso temporal agudo o crónico. 
 Como sinapsis química que es, la transmisión sináptica 
glutamatérgica depende de la liberación de un neurotransmisor (en este caso 
glutamato) desde la terminación nerviosa presináptica, que difunde en la 
hendidura sináptica y se une a receptores específicos de la neurona 
postsináptica (en este caso los receptores de AMPA, kainato y NMDA), 
provocando la despolarización e incremento de calcio que hacen posible la 
transmisión del impulso nervioso. Por tanto, en términos generales, podemos 
afirmar que el control de la transmisión sináptica puede darse a  dos niveles: 
regulando la liberación de neurotransmisor, a nivel presináptico, o modificando 
la actividad de los receptores de glutamato postsinápticos. Dada su localización 
en la zona activa presináptica, donde tiene lugar la liberación de 
neurotransmisor, los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III y, en 
especial mGluR7, constituyen uno de los sistemas de modulación presináptica 
de la neurotransmisión glutamatérgica, ya que actuan como autorreceptores 
que, activados por el glutamato liberado por la misma terminación sináptica en 
la que se encuentran, inhiben la liberación de neurotransmisor (Gereau y Conn, 
1995; Vignes y cols., 1995; Herrero y cols., 1996;  Millán y cols., 2002a; Ladera y 
cols., 2007). Función que comparten con los heterorreceptores que, activados 
por neurotransmisores liberados por botones sinápticos no glutamatérgicos, 
también reducen la liberación de neurotrasnmisor liberado por la presinapsis 
glutamatérgica, es el caso de los receptores de adenosina A1 y GABAB (Bonanno 
y Raiteri, 1992; Barrie y Nichols, 1993; Ladera y cols., 2007 y 2008).  
La liberación de glutamato es sólo la etapa final de un proceso 
extremadamente complejo. El glutamato se acumula en vesículas sinápticas 
mediante transportadores específicos. Para que el glutamato pueda ser liberado, 
estas vesículas tienen que llegar primero a los sitios de liberación en la zona 
activa, interaccionar con las proteínas de la maquinaria exocitótica, dando lugar 
al proceso de ensamblaje entre las proteínas de la vesícula y la membrana 
plasmática y preparación final necesarias para que estas vesículas queden 
preparadas la fusión. Exocitosis que sólo tendrá lugar cuando un aumento del 
calcio intracelular active los sensores de calcio. Pero para que tenga lugar este 
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incremento de calcio se requiere primero la llegada de un potencial de acción, 
como consecuencia de la actividad de los canales de sodio y de potasio 
presentes en la terminación, que provoque la apertura de los canales de calcio 
dependientes de voltaje. Por tanto, como moduladores de la liberación de 
glutamato, los receptores de glutamato del grupo III y en especial, mGluR7 (así 
como los heterorreptores), disponen de un amplio abanico de posibilidades de 
acción. Aunque ya se conocen sus acciones a distintos niveles, como es el caso 
de la inhibición de los canales de calcio (Millán y cols., 2002a, 2002b, 2003; 
Ladera y cols., 2007), la regulación de la excitabilidad neuronal mediada por 
canales de potasio o por la vía de adenilato ciclasa/proteína quinasa A (Millán 
y cols., 2002a, Ladera y cols. 2007 y 2008) o el control de la propia maquinaria 
exocitótica (Blackmer y cols., 2005); todavía queda mucho por estudiar. Por eso, 
avanzar en este sentido es el principal objetivo de esta Tesis doctoral.  
 
1. Los receptores metabotrópicos como moduladores de la 
liberación de glutamato.  
 
1.1. Receptores metabotrópicos de glutamato. 
 
Durante mucho tiempo se pensó que la transmisión glutamatérgica 
estaba mediada únicamente por receptores ionotrópicos. Sin embargo, en 1985, 
Sladeczek y colaboradores demostraron la presencia, en cultivos neuronales de 
estriado, de receptores de glutamato insensibles a AMPA, kainato y NMDA, y 
que estimulaban la actividad de fosfolipasa C y la formación de inositol 
trifosfato (IP3) a través de la activación de proteínas G. Poco después se 
observaron efectos similares en rodajas de hipocampo (Nicoletti y cols., 1986a, 
b), en cultivos de células granulares de cerebelo (Nicoletti y cols., 1986c) y en 
cultivos de astrocitos (Pearce y cols., 1986). Estos hallazgos llevaron al clonaje 
en 1991 del primer receptor metabotrópico de glutamato (mGluR1) (Masu y 
cols., 1991; Houamed y cols., 1991) y en un breve período de tiempo al del resto 
de los mGluRs (Tanabe y cols., 1992; Abe y cols., 1992; Nakajima y cols., 1993; 
Saugstad y cols., 1994, 1997; Okamoto y cols., 1994; Flor y cols., 1995; Duvoisin y 
cols., 1995). 
Los receptores metabotrópicos de glutamato poseen los siete 
dominios transmembrana  característicos de todos los receptores acoplados a 
proteínas G, pero el resto de su estructura molecular difiere lo suficiente de 
éstos como para considerarse que han evolucionado a partir de una familia de 
receptores independiente (Hollmann y Heinemann, 1994; Nakanishi, 1994), que 
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ha sido denominada como familia C ó 3 (Bockaert y Pin, 1999). De hecho, la 
homología entre las secuencias de esta familia y el resto de receptores 
metabotrópicos es mínima exceptuando al receptor GABAB (Couve y cols., 
2000) y a ciertos receptores sensibles a Ca2+ extracelular (Brown y cols., 1993; 
Brown y McLeod, 2001) y a feromonas (Matsunami y Buck, 1997; Herrada y 
Dulac, 1997). La familia de receptores metabotrópicos de glutamato es 
heterogénea en cuanto a su tamaño, que varía entre 854 y 1179 aminoácidos. 
Los dominios amino y carboxilo terminales  son inusualmente largos  
comparados con los del resto de receptores acoplados a proteínas G. Otra de las 
grandes divergencias con el resto de receptores metabotrópicos es que, en los 
receptores de glutamato, el sitio de unión de glutamato se localiza en el 
dominio amino terminal y es homólogo a las proteínas de unión de 
aminoácidos bacterianas (Armstrong y Gouaux, 2000), a diferencia de la 
mayoría de las familias de receptores metabotrópicos, en las que el sitio de 
unión del ligando está constituido por las regiones extracelulares de varios 
segmentos transmembrana. Además, los receptores metabotrópicos de 
glutamato ejercen su acción como dímeros a diferencia de la mayoría de 
receptores metabotrópicos, compuestos por una subunidad individual 
(Kunishima y cols., 2000). Por otro lado, el tercer bucle intracelular, responsable 
de la unión de las proteínas G en la mayoría de receptores metabotrópicos, está 
relativamente reducido, por lo que el acoplamiento de los receptores 
metabotrópicos de glutamato a las proteínas G tiene lugar en su dominio 
carboxilo terminal, de mucha mayor extensión.  
Los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) se dividen en 3 
grupos en función de la homología de su secuencia de aminoácidos (70% de 
homología dentro del mismo grupo, 40-45% entre los diferentes grupos), su 
farmacología y la vía de transducción de señales que activan. 
 
1.1.1. Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo I. 
 
El grupo I de receptores metabotrópicos de glutamato está 
constituido por los receptores mGlu1 y mGlu5, que a su vez presentan variantes 
de procesamiento alternativo denominadas 1a, 1b, 1c y 1d (Pin y cols., 1992; 
Mary y cols., 1997), y 5a y 5b (Joly y cols., 1995; Minakami y cols., 1995). 
También se ha encontrado una isoforma de mGluR1 en las papilas gustativas,  
que presenta un dominio amino terminal con la mitad de aminoácidos, al que se 
ha denominado taste mGluR1 (Chaudhari y cols., 2000; San Gabriel y cols., 2005,  
2009). 
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 Los receptores de este grupo se localizan tanto a nivel postsináptico 
(Martín y cols., 1992; Baude y cols., 1993;  Gorcs y cols., 1993; Nusser y cols., 
1994; Hamori y cols., 1996; Luján y cols., 1996, 1997; Petralia y cols., 1996; 
Shigemoto y cols., 1993, 1997; Mateos y cols., 2000; López-Bendito y cols., 2002),  
como presináptico (Fotuhi y cols., 1993; Wittmann y cols., 2001; Hubert y cols., 
2001; Paquet y Smith, 2003; Kuwajima y cols., 2004); lo que les confiere un gran 
potencial como reguladores de la transmisión sináptica. Por un lado, su 
localización en la periferia de la densidad postsináptica les permite modular la 
actividad de los receptores AMPA y NMDA (Fitzjohn y cols., 1996; Rahman y 
Neuman, 1996; Yu y cols., 1997; Ugolini y cols., 1997; Anwyl y cols., 1999; 
Krieger y cols., 2000; Skeberdis y cols., 2001; Pisani y cols., 2001; Lan y cols.; 
2001; Mannaioni y cols., 2001; Heidinger y cols., 2002; Guo y cols., 2004; Calò y 
cols., 2005; Stefani y Moghaddam, 2010; Rosenbrock y cols., 2010) jugando un 
papel esencial en el control de la excitabilidad neuronal y en los procesos de 
plasticidad sináptica, tanto de depresión (LTD) (Aiba y cols., 1994; Shigemoto y 
cols., 1994; Levenes y cols., 1998; Ichise y cols., 2001; Gubellini y cols., 2001; Wu 
y cols., 2004; Piccinin y cols., 2010),  como de potenciación a largo plazo (LTP) 
(O´Connor y cols., 1995; Lu y cols., 1997; Jia y cols., 1998; Balschun y Wetzel, 
2002; Rodrigues y cols., 2002; Fendt y Schmid; 2002; Lee y cols., 2002; Miura y 
cols., 2002; Wang y cols., 2009; Suzuki y Okada, 2010). Por otro lado, desde su 
situación presináptica, estos receptores también pueden regular la transmisión 
sináptica mediante la modulación de la liberación de glutamato, sobre la que 
ejercen un efecto dual (Herrero y cols., 1992b, 1994, 1998; Gereau y Conn, 1995; 
Manzoni y Bockaert, 1995; Rodríguez-Moreno y cols., 1998; Cochilla y Alford, 
1998; Sistiaga y Sánchez-Prieto, 2000a, 2000b; Schwartz y Alford, 2000) que  
también está implicado en los procesos de plasticidad sináptica (Manahan-
Vaughan y cols., 1999). 
Atendiendo a sus mecanismos de señalización, este grupo de 
receptores metabotrópicos de glutamato estimula la hidrólisis de fosfoinosítidos 
mediante la activación de la fosfolipasa C (PLC), promoviendo la formación de 
diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3) (Nicoletti y cols., 1986a, 1986b, 
1986c; Manzoni y cols. 1990; Schoepp y cols., 1990; Houamed y cols., 1991; Masu 
y cols., 1991; Aramori y Nakanishi, 1992; Pin y cols., 1992; Pickering y cols., 
1993; Ferraguti y cols., 1994; Hermans y cols., 1998) mediante una vía de 
señalización que implica la activación de proteínas G resistentes a toxina 
pertúsica (Pin y Duvoisin, 1995; Thomsen, 1996; Conn y Pin, 1997; Hiltscher y 
cols., 1998; Hartmann y cols., 2004). Esta señalización es suprimida durante una 
estimulación prolongada del receptor mediante su fosforilación por proteína 
quinasa C (Herrero y cols., 1994; Gereau y Heinemann, 1998; Kammermeier e 
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Ikeda, 2002; Mundell y cols., 2003) o por proteínas quinasas de receptores 
acoplados a proteínas G (GRK). En este último caso, la fosforilación favorece la 
unión de la proteína -arrestina, que desacopla al receptor de la proteína G (De 
Blasi y cols., 2001; Mundell y cols., 2001, 2002 y 2003). Otros efectos atribuidos a 
los receptores metabotrópicos del grupo I son el incremento de los niveles 
intracelulares de AMPc (Joly y cols., 1995; Thomsen, 1996), la activación de 
fosfolipasa D (Servitja y cols., 1999; Shinomura y cols., 2000), la inhibición de 
canales de potasio (Ikeda y cols., 1995; Kammermeier e Ikeda, 1999; 
Kammermeier y cols., 2000) así como la inhibición de canales de calcio 
dependientes de voltaje del tip N y P/Q (Choi y Lovinger, 1996; McCool y cols., 
1996, 1998; Stefani y cols., 1998; Kammermeier e Ikeda, 1999; Kammermeier y 
cols., 2000), la fosforilación de la proteína quinasa activada por mitógenos p38 
(p38MAPK) (Wang y cols., 2007) y la activación de la proteína quinasa Jun (Li y 
cols., 2007).  
 
1.1.2. Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo II. 
 
El grupo II  de receptores metabotrópicos de glutamato incluye los 
receptores mGlu2 y mGlu3. Aunque no se conocen distintas variantes de 
procesamiento alternativo de mGluR2, se han descrito recientemente cuatro 
isoformas correspondientes al procesamiento alternativo del ARN de mGluR3: 
GRM3 (contiene todos los exones) y las variantes GRM3_2, GRM3_4 y 
GRM3_2_3 (según hayan perdido los exones 2, 4 o 2 y 3, respectivamente) 
(Sartorius y cols., 2006).  
Este grupo de receptores presenta una localización subcelular tanto 
postsináptica como presináptica (Neki y cols., 1996; Petralia y cols., 1996; 
Shigemoto y cols., 1997; Ohishi y cols., 1998; Meguro y cols., 1999; Tamaru y 
cols., 2001), sitúandose preferentemente en el periferia de la terminación 
nerviosa, lejos de la zona activa de liberación (Shigemoto y cols., 1997; Wada y 
cols., 1998), esto concuerda con su alta afinidad por el glutamato (Schoepp y 
cols., 1999) y sugiere que  estos receptores podrían activarse en aquellas 
situaciones en las que el glutamato difunde más allá de la brecha sináptica, en 
procesos de estimulación de alta frecuencia, pudiendo ser activados tanto por el 
glutamato procedente de la sinapsis propia como de las sinapsis vecinas 
(Scanziani y cols., 1997; Vogt y Nicoll, 1999; Kew y cols., 2001). De este modo, la 
inhibición de la liberación producida por el receptor evitaría la aparición de 
niveles neurotóxicos de glutamato en la hendidura sináptica, manteniendo su 
concentración en todo momento dentro del rango fisiológico. Por otro lado, 
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dada su presencia en células gliales (Petralia y cols., 1996; Mineff y 
Valtschanoff, 1999) podrían estar implicados en múltiples aspectos de la 
función glial y  en la comunicación glía-neurona (Corti y cols., 2007; Durand y 
cols., 2010).  
Los receptores metabotrópicos del grupo II están acoplados 
negativamente a adenilato ciclasa, inhibiendo la formación de AMPc (Manzoni 
y cols., 1992; Prézeau y cols., 1992, 1994; Tanabe y cols., 1993; Conn y Pin, 1997), 
por un mecanismo que depende de la activación de proteínas G  sensibles a 
toxina pertúsica de tipo Gi/Go. Al igual que los receptores del grupo I, estos 
receptores también inhiben la actividad de canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje (Chavis y cols., 1995; Ikeda y cols., 1995; Choi y Lovinger, 1996; McCool 
y cols., 1996), siendo esta acción la responsable de los efectos depresores que 
estos receptores ejercen sobre muchas sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas 
del Sistema Nervioso Central.  
 
1.1.3. Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III. mGluR7. 
 
Este grupo de receptores está integrado por los subtipos mGluR4, 
mGluR6 mGluR7 y mGluR8. Aunque, en un principio se describieron dos 
variantes de procesamiento alternativo de mGluR4 (las isoformas a y b) 
(Thomsen y cols., 1997), la existencia de la isoforma mGluR4b fue 
posteriormente cuestionada (Corti y cols., 2002). Como en el caso de mGluR1, 
también existe una isoforma de mGluR4 con un dominio amino terminal con la 
mitad de aminoácidos, que se expresa en las papilas gustativas, denominada 
taste mGluR4 (Chaudhari y cols. 2000). mGluR6 presenta 3 variantes de 
procesamiento alternativo (mGluR6 a, b y c) (Niswender y Conn, 2010) de las 
cuales, las dos últimas, sólo conservan su dominio amino terminal, pudiendo 
actuar como receptores de glutamato solubles (Valerio y cols., 2001). mGluR7, 
por su parte, presenta 5 isoformas diferenciadas en su extremo carboxilo 
terminal (Ferraguti y Shigemoto, 2006), mGluR7a (Okamoto y cols., 1994), 
mGluR7b (Flor y cols., 1997; Corti y cols., 1998), mGluR7c, d y e (Schulz y cols., 
2002) que contienen 915, 922, 924, 911 y 906 aminoácidos, respectivamente. Del 
mismo modo, las isoformas mGluR8a y b también difieren en su extremo 
carboxilo terminal (Duvoisin y cols., 1995; Corti y cols., 1998). También se ha 
encontrado en el cerebro humano una isoforma de mGluR8 (mGluR8c) 
constituida únicamente por el dominio amino terminal (Malherbe y cols., 1999), 
que podría ser secretada y actuar como un receptor soluble o como un receptor 
dominante negativo.  
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- Estructura e interacción con proteínas. 
Como todos los receptores metabotrópicos de glutamato, la 
estructura de mGluR7 se caracteriza por presentar un largo dominio amino 
terminal extracelular de unos 600 aminoácidos, siete dominios transmembrana 
característicos de todos los receptores acoplados a proteínas G, y un dominio 
carboxilo terminal intracelular. El largo dominio amino terminal, denominado 
dominio Venus flytrap por su parecido figurado a una planta carnívora (fig I. 1.), 
(Niswender y Conn, 2010) contiene el sitio de unión del glutamato (O´Hara y 
cols., 1993; Tones y cols., 1995; Okamoto y cols., 1998). Según el modelo 
propuesto por O´Hara esta región forma dos lóbulos globulares con una zona 
central que actúa como bisagra, por donde se une el neurotransmisor. La unión 
de glutamato provoca el cierre de los lóbulos en torno al ligando, pasando el 
receptor de una conformación “abierta” a una conformación “cerrada”. Este 
modelo ha sido confirmado por trabajos realizados con quimeras del receptor 
(Tones y cols., 1995), y por estudios de cristalografía con rayos X (Kunishima y 
cols., 2000; Tsuchiya y cols., 2002; Kuang y cols., 2003; Acher y cols., 2005; Muto 
y cols., 2007), habiéndose propuesto un modelo similar para otros receptores de 
la familia C, como GABAB (Gálvez y cols., 1999), y para los receptores 
ionotrópicos de glutamato (Stern-Bach y cols., 1994; Kuusinen y cols., 1995).  
Existen evidencias que indican que los dos dominios Venus flytrap 
correspondientes a las dos subunidades que forman el dímero activo del 
receptor, interaccionan en sus partes dorsales. Este dímero sufre importantes 
cambios conformacionales cuando el ligando se une  a uno o a ambos dominios 
Venus (Jingami y cols., 2003). De este modo, el dímero podría presentar tres 
estados principales: abierto-abierto, abierto-cerrado o cerrado-cerrado. La 
primera de las tres conformaciones (inactiva) sería estabilizada por los 
antagonistas y las otras dos por la unión de uno o dos agonistas, 
respectivamente. Así, las mutaciones que impiden el cierre de estos dominios 
hacen que los antagonistas actúen como agonistas (Bessis y cols., 2002), 
indicando que la orientación relativa de estos dos dominios es importante para 
la activación del receptor. Aparte de glutamato o los agonistas ortostéricos, a 
estos dominios también se pueden unir cationes divalentes como Ca2+ o Mg2+ 
que favorecen la activación del receptor (Kunishima y cols., 2000; Kubo y cols., 
1998; Francesconi y cols., 2004).  
Los cambios conformacionales inducidos por la unión de los 
ligandos a los dominios Venus son propagados hasta los 7 segmentos 
transmembrana y el dominio carboxilo terminal gracias al dominio rico en 
cisteínas (fig. I. 1).  Este dominio está formado por 9 residuos de cisteína de los 
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cuales, 8 de ellos están unidos por puentes disulfuro (Muto y cols., 2007). Los 
estudios de cristalización y mutagénesis dirigida muestran que la propagación 
del cambio conformacional provocado por la unión del glutamato es posible en 
parte por el puente disulfuro formado entre el noveno residuo de cisteína y un 
residuo de cisteína situado en lóbulo 2 del dominio Venus (Muto y cols., 2007; 
Rondard, 2006).  
Los 7 dominios transmembrana se encuentran conectados por 3 
bucles intracelulares y 3 extracelulares. Mediante estudios con receptores 
quimera se ha observado que el segundo bucle intracelular (i2) es el responsable 
del reconocimiento selectivo de la subunidad  de la proteína G (Pin y cols., 
1994; Gomeza y cols., 1996) (fig I. 1.), aunque el resto de los bucles intracelulares 
y el dominio C-terminal están también implicados en la eficacia del 
acoplamiento del receptor a la proteína (Gabellini y cols., 1993; Pin y cols., 1994; 
Gomeza y cols., 1996). 
El dominio carboxilo terminal es la región que define las distintas 
isoformas de mGluR7 y su región central parece desempeñar un papel esencial 
en la localización del receptor en la terminación presináptica, ya que inserciones 
o eliminaciones de determinadas secuencias en esta región modifican el destino 
final del receptor (Stowell y Craig, 1999). Además, el extremo carboxilo terminal 
presenta, sitios de interacción con múltiples proteínas (Enz y Croci, 2003) que 
regulan la localización sináptica y la función del receptor, como son: PICK1 
(proteína de interacción con quinasa C) (El Far y cols., 2000; Dev y cols., 2000, 
2001; Boudin y cols., 2000, Enz y Croci, 2003), calmodulina (Minakami y cols., 
1997; O´Connor y cols., 1999; Nakajima y cols., 1999), MacMARCKS (proteína 
de macrófagos miristoilada rica en alanina y sustrato de quinasa C) (Bertaso y 
cols., 2006), GRIP (proteína que interacciona con receptores de glutamato), 
sintenina (Hirbec y cols., 2002), proteína fosfatasa 1, filamina A (Enz y cols., 
2002a, 2002b) y -tubulina (Saugstad y cols., 2002); así como sitios de 
fosforilación para la proteína quinasa A (PKA) (Cai y cols., 2001) y para la 
proteína quinasa C (PKC) (Gereau y Heinemann, 1998; Nakajima y cols., 1999; 
Dev y cols., 2000; Airas y cols., 2001) (Fig.I.1).  
El extremo distal del dominio carboxilo terminal de mGluR7 
presenta una secuencia de reconocimiento de dominios PDZ que permite al 
receptor la interacción con la proteína PICK 1 (fig. I. 1.). Esta interacción parece 
estar implicada en el agrupamiento del receptor en la zona activa (Boudin y 
cols., 2000) así como en la funcionalidad del mismo (Dev y cols., 2000; Perroy y 
cols., 2002; Zhang y cols, 2008). Además, parece que la estabilización del 
receptor en la membrana requiere tanto la interacción con PICK 1 como la 
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fosforilación por PKC (Suh y cols., 2008). De este modo, la unión de PICK 1 al 
receptor posibilitaría a su vez la unión de PKC y la consiguiente fosforilación 
del receptor (fig. I. 1). Sin embargo, estos datos no explican el hecho de que la 
activación de PKC conduzca a la supresión de la función del receptor y de su 
capacidad para inhibir canales de Ca2+ (Macek y cols., 1998, 1999; Cai y cols., 
2001; Millán y cols., 2002 a). 
El sitio de unión a calmodulina es especialmente relevante para la 
función del receptor ya que coincide con la región de unión de la subunidad 
G  de las proteínas G (Fig.I.1). Ambas proteínas compiten en su unión a 
mGluR7a, de modo que la calmodulina unida impide la unión de las 
subunidades G , que quedan así disponibles para inhibir los canales de calcio 
y la liberación de neurotransmisores (Airas y cols., 2001) (Fig.I.1). Esto 
concuerda con los experimentos realizados por nuestro grupo en terminaciones 
nerviosas de corteza cerebral, en los que los antagonistas de calmodulina 
suprimen la inhibición de la liberación de glutamato mediada por mGluR7 
(Millán y cols., 2002a). Por otro lado, PKA y PKC regulan esta interacción al 
fosforilar una serina de mGluR7 en la regíon de unión con calmodulina (Cai y 
cols., 2001; Airas y cols., 2001; Sorensen y cols., 2002) (fig. I.1).  Parece que la 
proteína MacMARCKS (proteína de macrófagos miristoilada rica en alanina y 
sustrato de quinasa C) también está implicada en la competición entre 
calmodulina y subunidades G por su unión a mGluR7 (fig. I. 1). La unión de 
esta proteína al dominio C-terminal del receptor estabilizaría la unión de  
subunidades G al receptor (Bertaso y cols., 2006). 
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Figura I. 1. Esquema de la estructura de mGluR7.  
El glutamato se une a cada uno de los dominios Venus flytrap en el extremo amino terminal. El 
segundo bucle intracelular (i2) es el responsable del reconocimiento selectivo de la subunidad de las 
proteínas G. Las subunidades  de las proteínas G y calmodulina comparten el sitio de unión en la 
región proximal del dominio carboxilo terminal. PKA y PKC forforilan una serina en este sitio, 
regulando la unión de calmodulina y de la proteína G. La proteína unión de proteína MacMARCKS 
en el extremo carboxilo terminal estabiliza la unión de las subunidades G . La proteína PICK 1 se 
une al sitio de reconocimiento de dominios PDZ en la región distal del extremo carboxilo terminal. 
Parece que esta unión podría favorecer la unión de PKC y la consiguiente fosforilación del receptor. 
(Adaptado de Niswender y Conn, 2010).   
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- Patrón de expresión y localización subcelular: 
Los receptores mGluR7a se expresan de manera abundante en el 
bulbo olfatorio principal, tubérculo olfatorio, corteza cerebral (neocórtex y 
córtex piriforme), hipocampo (incluyendo las áreas CA3-CA1 y el giro 
dentado), septo, estriado, núcleo accumbens, claustro, complejo amigdaloide, 
región preóptica, hipotálamo, tálamo, colículo superior, locus coeruleus, núcleo 
coclear dorsal y en el asta dorsal de la médula espinal (Bradley y cols., 1996 y 
1998; Shigemoto y cols., 1997;  Kinzie y cols., 1997; Phillips y cols., 1998; 
Kinoshita y cols., 1998; Corti y cols., 1998; Wada y cols., 1998; Kosinski y cols., 
1999). La isoforma mGluR7b presenta una distribución mucho más restringida 
que mGluR7a (Corti y cols., 1998), de este modo, la mayoría de las regiones que 
contienen la mGluR7b también expresan mGluR7a  (Shigemoto y cols., 1997) 
mientras que, por el contrario, la mayoría de las regiones del sistema nervioso 
central que presentan inmunorreactividad para mGluR7a no lo hacen para la 
isoforma mGluR7b (Shigemoto y cols., 1997). En el hipocampo, por ejemplo, 
mGluR7a está presente a lo largo de todas las capas dendríticas, mientras que 
mGluR7b sólo se observa en la zona terminal de las fibras musgosas. 
Atendiendo a su localización subcelular, ambas isoformas se observan 
exclusivamente en la zona activa presináptica (Bradley y cols., 1996 y 1998; 
Shigemoto y cols., 1996 y 1997; Kinzie y cols., 1997; Kinoshita y cols., 1998; 
Somogyi y cols., 2003). Así, se ha observado expresión de mGluR7a en las 
terminaciones sinápticas de las fibras aferentes primarias que acaban en las 
láminas I y II del asta dorsal de la médula espinal (Ohishi y cols., 1995), en los 
islotes de Calleja (Kinoshita y cols., 1998), en la capa I de la corteza piriforme 
(Kinzie y cols., 1997; Wada y cols., 1998) y en las fibras corticoestriatales y 
estriatonigrales de los ganglios basales (Kosinski y cols., 1999). Esta localización 
en la zona activa de las terminaciones sinápticas permite a los receptores mGlu7 
actuar como autorreceptores que inhiben la liberación de glutamato. No 
obstante, también se ha descrito la presencia de mGluR7a en las terminaciones 
de interneuronas gabaérgicas, actuando en este caso, como heterorreceptores 
que inhiben la transmisión sináptica inhibidora (Kogo y cols., 2004).  En algunas 
localizaciones, como en el hipocampo, se ha descrito una asociación entre la 
presencia de un determinado receptor metabotrópico a nivel postsináptico y la 
expresión de mGluR7 en la presinapsis. Así, se ha observado una mayor 
densidad de mGluR7 en aquellas terminaciones que hacen sinapsis con 
dendritas de interneuronas GABAérgicas que expresan mGluR1 (Shigemoto y 
cols., 1996; Somogyi y cols. 2003), constituyendo éste, un ejemplo de cómo la 
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diana postsináptica puede influir en la localización de los receptores 
presinápticos (fig. I.2.). 
 
 
 
Figura I. 2. La diana postsináptica determina la localización de mGluR7a en la presinapsis.  
Micrografía electrónica que muestra cómo el inmunomarcaje para mGluR7a se concentra en la zona 
activa de la terminación nerviosa que contacta con la espina dendrítica de una célula gabaérgica (d) 
pero no en los botones que sinapsan con la espina de una neurona piramidal (s). (Adaptada de 
Shigemoto y cols., 1996).  
   
 Atendiendo a los factores que dirigen la correcta localización de  
mGluR7 en la presinapsis, estudios con quimeras han puesto de manifiesto que 
ésta  depende de una secuencia de 60 aminoácidos presente en la región central 
del dominio carboxilo-terminal del receptor (Stowell y Craig, 1999). Sin 
embargo, si bien la integridad de esta secuencia es fundamental para la 
localización del receptor en la terminación sináptica, no parece estar implicada 
en el agrupamiento de los receptores en la zona activa de liberación. En los 
mecanismos moleculares que favorecen este agrupamiento podría estar 
implicada la interacción de mGluR7 con algunas proteínas con dominios PDZ 
(PSD 95, discs large, zonula occludens) y, en especial con PICK1 (proteína que 
interacciona con quinasa C-1) (Boudin y cols., 2000; Boudin y Craig, 2001; 
Perroy y cols., 2002). Esta interacción se establece a través de una secuencia de 
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reconocimiento de PDZ presente en la región distal del extremo carboxilo 
terminal del receptor. La pérdida de esta secuencia no impide la presencia del 
receptor en la presinapsis, pero sí su concentración en la zona activa (Boudin y 
cols., 2000). Otra proteínas con dominios PDZ que interaccionan con mGluR7 y 
que podrían estar implicadas en su localización son la proteínas GRIP (proteína 
que interacciona con receptores de glutamato) y sintenina (Hirbec y cols., 2002). 
También se ha observado que el dominio carboxilo terminal de mGluR7b es 
capaz de unirse a -tubulina (Saugstad y cols., 2002) o a la subunidad catalítica 
de la proteína fosfatasa 1,  así como a la proteína de unión a actina, filamina A 
(Enz y cols., 2002 a y b). Esta última forma parte de la familia de proteínas de 
unión a actina -actinina/espectrina/distrofina, capaces de inducir la 
polimerización de filamentos de actina y la formación de la malla adyacente a la 
membrana plasmática (Hartwig y Kwiatkowski, 1991). De este modo, la 
interacción mGluR7b-filamina A podría participar en la correcta localización de 
mGluR7 dentro del complejo proteico de la zona activa.  
La distribución de los receptores de los tipos mGluR4 y mGluR8 es 
más restringida que la de mGluR7. mGluR4 se expresa principalmente en 
cerebelo, siendo especialmente abundante en los terminales de las fibras 
paralelas (axones de las células granulares) (Kinoshita y cols., 1996; Mateos y 
cols., 1998, 1999; Corti y cols., 2002). En hipocampo se ha encontrado una 
expresión elevada en la capa molecular del giro dentado, en el estrato molecular 
de CA1 y en el estrato oriens (Bradley y cols., 1996; Corti y cols., 2002). También 
aparece de forma abundante en el ganglios basales (Bradley y cols., 1999; Corti 
y cols., 2002), tálamo (Corti y cols., 2002) y en el córtex piriforme (Benítez y 
cols., 2000), siendo su expresión más reducida en corteza (Ohishi y cols., 1995; 
Corti y cols., 2002). Atendiendo a los cambios ligados al desarrollo, nuestro 
grupo ha observado diferencias en la expresión de mGluR4 en las 
terminaciones nerviosas de la corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) y 
adultas (2 meses). Así, mientras que en las primeras mGluR4 se expresa en una 
cuarta parte de las terminaciones nerviosas, en las ratas adultas esta expresión 
prácticamente desaparece, coincidiendo con una pérdida de la inhibición de la 
liberación mediada por este receptor (Millán y cols., 2002b). Por otro lado, 
recientemente se ha descrito la interacción de mGluR4 con la proteína asociada 
a microtúbulos 1 B (MAP1B),  interacción que podría estar implicada en la 
correcta localización de este receptor en la zona activa. (Moritz y cols., 2009).   
 La expresión de mGluR8 se ha descrito en la capa 1a del córtex 
piriforme (Kinoshita y cols., 1996; Wada y cols., 1998), localizándose en los 
terminales del tracto olfatorio lateral, procedentes del bulbo olfatorio, donde el 
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ARNm para mGluR8 muestra una expresión muy elevada (Duvoisin y cols., 
1995; Saugstad y cols., 1997). La presencia de este receptor también ha sido 
descrita en hipocampo (vía perforante lateral) (Shigemoto y cols., 1997), en 
médula espinal (Thomas y cols., 2001), y, de manera más restringida, en corteza 
cerebral y cerebelo (Saugstad y cols., 1997). La localización subcelular de estos 
dos receptores es fundamentalmente presináptica (Kinoshita y cols., 1996; 
Shigemoto y cols., 1997; Benítez y cols., 2000; Corti y cols., 2002).  Al igual que 
mGluR7, pueden  actuar como autorreceptores, inhibiendo la liberación de 
glutamato o como heterorreceptores, modulando a nivel presináptico la 
liberación de otros neurotransmisores, especialmente GABA (Snead y cols., 
2000; Semyanov y Kullman, 2000; Wittmann y cols., 2001; Corti y cols., 2002; 
Ferraguti y cols., 2005).   
 mGluR6 se expresa exclusivamente en las células bipolares ON de 
la retina (Nakajima y cols., 1993; Akazawa y cols., 1994; Vardi y cols., 1997, 
2000), donde su localización es somatodendrítica, interviniendo en la 
modulación de la transmisión sináptica entre fotorreceptores y células bipolares 
(Masu y cols., 1995). 
 
- Farmacología:  
La mayoría de los agonistas ortostéricos (aquellos que se unen al 
mismo lugar que el ligando endógeno)  y antagonistas de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III se obtienen por modificaciones de su 
agonista endógeno, él ácido L-glutámico. El ácido L-2-amino-4-fosfonobutírico 
(L-AP4), el  O-fosfato de L-serina  (L-SOP) (Acher y cols., 1997) y la 
fosfonofenilglicina (PPG) (Gasparini y cols., 1999) son agonistas selectivos 
ampliamente utilizados. L-AP4 es el agonista ortostérico por excelencia de los 
receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III ya que tiene un efecto 
altamente selectivo sobre este grupo de receptores respecto a los otros grupos 
de receptores metabotrópicos de glutamato o a los receptores ionotrópicos 
(Schoepp y cols., 1999). La dicarboxifenilglicina [(S)-3,4-DCPG] es un agonista 
100 veces más selectivo para mGluR8 que para mGluR4 (Thomas y cols., 2001; 
Zhai y cols., 2002).  
Entre los antagonistas ortostéricos más selectivos de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III están el ácido (S)-2-Amino-2-metil-4-
fosfonobutanoico (MAP4), la a-metil-fosfonofenilglicina (MPPG) y la (RS)-a-
ciclopropil-4-fosfonofenilglicina (CPPG) (Schoepp y cols., 1999). Sin embargo, 
presentan una baja potencia, por lo que deben usarse concentraciones 
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relativamente altas (Niswender y cols., 2008). La (RS)-α-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG) y el ácido aminoindan-1,5-dicarboxílico (AIDA) 
también se comportan como antagonistas de estos receptores, pero con una 
potencia mucho menor  (Conn y Pin, 1997; Cartmell y Schoepp, 2000).  
El rasgo farmacológico más característico de mGluR7 es su baja 
afinidad por sus agonistas ortostéricos y por el agonista endógeno glutamato, 
con valores de EC50 entre 100 y 1000 veces mayor para L-AP4 y L-SOP que el 
resto de los receptores del grupo III (Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 
1994; Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000). Esta 
diferencia en la afinidad de los distintos receptores del grupo III por sus 
agonistas podría obedecer a pequeñas diferencias en la estructura primaria. La 
carga positiva de la lisina 71 de mGluR8 y mGluR4 favorece la unión de L-AP4 
y L-SOP mediante uniones electrostáticas con la carga negativa del grupo 
fosfono, mientras que estas uniones son más débiles en el caso del receptor 
mGlu7, que no contiene este aminoácido (Rosemond, y cols., 2004).  
Se ha descrito la capacidad de la N, N’-Bis(difenilmetil)-1,2-
etanodiamina (AMN082) para actuar como agonista alostérico específico de 
mGluR7 (Mitsukawa y cols., 2005). Aunque este compuesto se está usando 
actualmente como agonista putativo de mGluR7 en ensayos in vivo debido a 
que puede ser administrado de forma oral, algunos estudios sugieren que la 
actividad de este compuesto es compleja. Por ejemplo, a diferencia de el L-AP4, 
el AMN082 no es capaz de inducir la activación de proteínas G por receptores 
mGlu7 expresados en líneas celulares (Suzuki y cols., 2007), ni tampoco la 
activación de canales rectificadores de la corriente de potasio (GIRK) mediada 
por mGluR7 en células de riñón embrionario humano (HEK) o la activación de 
los receptores mGlu7 en la sinapsis colateral de Shaffer-CA1 (Ayala y cols., 
2008). Por tanto, la efectividad del AMN082 puede que se restrinja sólo a 
algunas vías de señalización acopladas al receptor.  
También existe cierta controversia acerca de la efectividad del 
modulador alostérico negativo específico de mGluR7, hidrocloruro de 6-(4-
Metoxifenil)-5-metil-3-(4-piridinil)-isoxazol[4,5-c]piridin-4(5H)-1 (MMPIP). Si 
bien se ha comprobado que es capaz de bloquear la activación de proteínas G 
mediada por L-AP4 en líneas celulares que expresan mGluR7 (Suzuki y cols., 
2007; Niswender y cols., 2008), por el contrario, parece que no antagoniza de 
manera efectiva la inhibición de adenilato ciclasa, la activación de canales de 
potasio GIRK  ni la inhibición de la transmisión sináptica inducidas por L-AP4 
(Niswender y cols., 2008).  
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- Mecanismos de señalización: 
 
Los receptores metabotrópicos del grupo III se caracterizan porque 
están acoplados negativamente a la adenilato ciclasa (Kaupmann y cols., 1997) y 
porque inhiben los canales de calcio dependientes de voltaje (Perroy y cols., 
2000; Kammermeier e Ikeda, 2002; Millán y cols., 2002 a, 2002b, 2003; Ladera y 
cols., 2007), en preparaciones cerebrales, aunque también se ha observado su 
capacidad para modular los canales de potasio del tipo GIRK en sistemas de 
expresión heteróloga (O’Connor y cols., 1999). En general, estas acciones 
parecen mediadas por la activación de las proteínas G del tipo Gi/o, ya que la 
toxina pertúsica (PTx) suprime dichos efectos. 
 La proteína calmodulina presenta un papel relevante en el inicio de 
la señalización por el receptor mGlu7. Calmodulina y las subunidades G  se 
unen en la misma región del extremo carboxilo terminal de mGluR7 (Dev y 
cols., 2001). La calmodulina unida al receptor impide la unión de la subunidad 
G , favoreciendo que la proteína G inicie la señalización e inhiba los canales de 
calcio (Airas y cols., 2001). De acuerdo con esta propuesta los antagonistas de 
calmodulina impiden la inhibición de la liberación de mGluR7 en sinaptosomas 
(Millán y cols., 2002a) y en cultivos neuronales (O’Connor y cols., 1999). Como 
ya se ha comentado, parece que la proteína MacMARCKS (proteína de 
macrófagos miristoilada rica en alanina y sustrato de quinasa C) también está 
implicada en la competición entre calmodulina y subunidades G por su 
unión a mGluR7. La unión de esta proteína al dominio C-terminal del receptor 
estabilizaría la unión de  subunidades G al receptor, que actuaría como un 
sumidero de subunidades G en ausencia de estímulo. Sin embargo, la llegada 
de un estímulo incrementaría los niveles intracelulares de calcio, provocando la 
activación de calmodulina que desplazaría a la proteína MacMARKS y a las 
subunidades G posibilitando así la inhibición de los canales de calcio 
dependientes de voltaje (Bertaso y cols., 2006). 
Los receptores metabotrópicos del grupo III inhiben la enzima 
adenilato ciclasa, reduciendo la formación de AMPc, tanto en sistemas de 
expresión heteróloga (Tanabe y cols., 1993; Okamoto y cols., 1994; Saugstad y 
cols., 1994; Duvoisin y cols., 1995; Wu y cols., 1998a) como en preparaciones 
neuronales (Schoepp y Jonhson, 1993; Herrero y cols., 1996; Schaffhauser y cols., 
1997; Millán y cols., 2002a). No obstante, se desconoce si esta señalización es 
relevante en la inhibición de la liberación de neurotransmisor. De hecho, 
mGluR7 inhibe la liberación de glutamato inducida por despolarización sin 
cambios aparentes en la concentracion de AMPc  (Millán y cols., 2002a). Sin 
embargo, hay que señalar que mGluR7 disminuye los niveles intracelulares de 
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AMPc cuando existe una estimulación previa de la adenilato ciclasa con 
forskolina o por receptores -adrenérgicos (Millán y cols., 2002a) lo que lleva a 
pensar que esta acción del receptor podría reducir o contrarrestar la facilitación 
de la liberación mediada por la vía AMPc/PKA. 
Los mGluR del grupo III, y en concreto mGluR7, reducen la 
actividad de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de los tipos N y P/Q 
por un mecanismo delimitado de membrana mediado por las subunidades 
de las proteínas Gi/o. Ésta es una de las acciones responsables de la 
inhibición de la liberación de glutamato inducida por despolarización (Sahara y 
Westbrook, 1993; Hay y Kunze, 1994; Tyler y Lovinger 1995; Glaum y Miller, 
1995; Takahashi y cols., 1996; Herrero y cols., 1996; Vázquez y Sánchez-Prieto 
1997; Stefani y cols., 1996, 1998; Perroy y cols., 2000, Millán y cols., 2002a, 
Capogna, 2004). No obstante, mGluR7 también activa los canales del tipo GIRK 
en sistemas de expresión heteróloga por un mecanismo que depende de la 
calmodulina (O’Connor y cols., 1999) aunque se desconoce la repercusión 
funcional de este mecanismo de señalización en preparaciones cerebrales.  
También se ha descrito la modulación por mGluR7 de los canales de 
calcio del tipo P/Q por una vía de señalización, atípica para estos receptores, 
que implica la activación de PLC y PKC (Perroy y cols., 2000). Esta señalización, 
descrita por primera vez a nivel somatodendrítico en células granulares de 
cerebelo transfectadas con mGluR7, se ha detectado también en rodajas de 
hipocampo. Así, la depresión duradera de la transmisión sináptica (LTD) 
producida por estimulación a alta frecuencia en las sinapsis de las fibras 
musgosas en la región CA3 del hipocampo se atribuye a la inhibición de la 
liberación de glutamato mediada por mGluR7 por un mecanismo sensible a 
inhibidores de PKC (Pelkey y cols., 2005).  
En cultivos de neuronas de hipocampo se ha observado que mGluR7 
se internaliza tras una exposición larga a agonista (Pelkey y cols., 2007). Este 
proceso esta mediado por un mecanismo sensible a los inhibidores de PKC 
(Pelkey y cols., 2005). La pérdida de la inhibición de la liberación por 
internalización de mGluR7 podría ser determinante en la plasticidad sináptica 
(Pelkey y cols., 2005). Así, la depresión de la transmisión sináptica (LTD) 
observada tras una estimulación de alta frecuencia de las sinapsis de las fibras 
musgosas con interneuronas del stratum lucidum, parece ser debida a una 
inhibición sostenida de la liberación por dicho receptor. Sin embargo, la 
exposición prolongada a L-AP4 parece inducir la internalización de mGluR7 y 
la consiguiente pérdida de inhibición presináptica, provocando que, estas 
mismas sinapsis, expresen LTP en respuesta a la misma estimulación de alta 
frecuencia, (Pelkey y cols., 2005). No obstante, parece que el paso de LTD a LTP 
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observado en estas sinapsis no se debe únicamente a una pérdida de inhibición 
presináptica de los canales de calcio de tipo P/Q mediada por mGluR7, sino 
que requiere la activación de la vía adenilato ciclasa/proteína quinasa A, así 
como y la acción de la proteína de interacción con Rab3A (RIM1 ) (Pelkey y 
cols., 2008). De este modo, cuando el receptor está presente en la membrana 
mantiene secuestrada a la proteína RIM1 y, por tanto, la activación de la vía 
adenilato ciclasa/PKA mediante la estimulación de alta frecuencia sería incapaz 
de inducir LTP, sin embargo, la internalización del receptor liberaría a la 
proteína RIM1  y, por consiguiente, la activación de la vía adenilato 
ciclasa/PKA sí sería ahora capaz de inducir LTP (Pelkey y cols., 2008).  
La repuesta inhibidora de la liberación de los receptores 
metabotrópicos de glutamato es anulada por proteína quinasas como PKC 
(Macek y cols., 1998; Nakajima y cols., 1999; Dev y cols., 2000; Airas y cols., 
2001; Millán y cols., 2002 a), y PKA (Cai y cols., 2001). Un mecanismo propuesto 
para esta acción es la fosforilación del extremo carboxilo terminal de mGluR7, 
que podría impedir la unión de la calmodulina al receptor, de manera que éste 
actuaría como un sumidero de subunidades G , que permanecerían unidas al 
receptor y, por tanto, no estarían disponibles para inhibir los canales de Ca2+ 
acoplados a la exocitosis de glutamato (Macek y cols., 1998, 1999; Airas y cols., 
2001; Cai y cols., 2001). Las proteína quinasas también fosforilan los canales de 
Ca2+ acoplados a la exocitosis, lo que impide la unión de las subunidaddes  de 
las proteinas G, y por tanto la expresión de la acción inhibidora del receptor 
(Swartz y cols., 1993; Zamponi y cols., 1997; Hamid y cols., 1999). 
Los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III también 
son capaces de activar las proteínas MAPK (quinasa de la proteína activada por 
mitógenos) y PI3K (fosfatidil inositol ·3 quinasa) (Iacovelli y cols., 2002).   
 
-  Relevancia fisiológica:  
 
El receptor mGluR7 se localiza en la zona activa presináptica 
(Shigemoto y cols., 1996, 1997; Kinoshita y cols., 1998). Dado que este receptor 
presenta una baja afinidad por el glutamato, es probable que permanezca 
inactivo en condiciones basales, activándose únicamente tras una estimulación 
de alta frecuencia en la que es esperable que se alcancen concentraciones de 
glutamato más elevadas en la hendidura sináptica (Pelkey y cols., 2005). El 
control negativo ejercido por estos receptores sobre la liberación de glutamato 
podría contribuir a mantener la concentración del neurotransmisor en la 
hendidura sináptica dentro de los límites fisiológicos, evitando que alcance 
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niveles que podrían resultar neurotóxicos. Este hecho, unido a la capacidad de 
estos receptores para activar la vía de las proteínas MAPK (quinasa de la 
proteína activada por mitógenos) y PI3K (fosfatidil inositol ·3 quinasa) 
(Iacovelli y cols., 2002), con efectos neuroprotectores en cultivos de células 
granulares de cerebelo (D´Mello y cols., 1997; Melchiorri y cols., 2001), confiere 
a este grupo de receptores un papel importante en los procesos de 
neuroprotección así como en el desarrollo de futuras aplicaciones terapéuticas 
frente a procesos agudos y crónicos de neurotoxicidad mediados por glutamato  
(Bruno y cols., 1996; Maiese y cols., 1996; Conn y Pin, 1997; Lafon-Cazal y cols., 
1999; Pizzi y cols., 2000). Sirva de ejemplo la reducción de la sintomatología 
característica de la enfermedad de Parkinson tras el tratamiento con agonistas 
de los receptores de glutamato de grupo III que se observan en modelos de esta 
enfermedad en ratas (Lopez y cols., 2007).   
La epilepsia es un desequilibrio entre la transmisión sináptica 
excitadora y la inhibidora a favor de la primera, que cursa con un aumento de 
los niveles de glutamato sináptico (Bradford, 1995; Chapman, 1998; Scheyer, 
1998; Moldrich y cols., 2003). Algunos estudios han relacionado la activación de 
los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III con esta patología. De 
hecho, los ratones carentes de mGluR7 muestran una mayor predisposición a 
desarrollar crisis epilépticas en la edad adulta (a partir de las 12 semanas) 
(Sansig y cols., 2001). En este sentido, la interacción del receptor con la proteína 
PICK1 parece representar un papel importante. De este modo, los ratones a los 
que se ha inyectado un péptido permeable que impide específicamente la 
interacción de mGluR7 con PICK1 presentan un tipo particular de epilepsia 
caracterizado por crisis de ausencia (Bertaso y cols., 2008). Observándose un 
fenotipo similar en los ratones que carecen de la proteína PICK1 y en los que 
presentan una mutación en el dominio de unión de mGluR7 con P1CK 1. 
Dichos ratones también presentan una mayor susceptibilidad a los efectos de 
proconvulsivante pentilentetrazol (Bertaso y cols., 2008; Zhang y cols., 2008).  
Esto estaría de acuerdo con una posible acción anticonvulsivante de los 
agonistas de los receptores metabotrópicos del grupo III (Tang y cols., 1997; 
Chapman y cols., 1999, 2001; Gasparini y cols., 1999; Yip y cols., 2001; 
Folbergrova y cols., 2001; De Sarro y cols., 2002). Curiosamente, esta 
predisposición a la epilepsia no aparece en ratones jóvenes, donde la ausencia 
de mGluR7 podría compensarse con la presencia del receptor mGluR4, que 
controla la liberación de glutamato en los terminales sinápticos de los animales 
jóvenes (Millán y cols., 2003). 
Los receptores metabotrópicos de glutamato desempeñan un papel 
esencial en los procesos cognitivos, como son la consolidación de la memoria y 
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del aprendizaje cerebrales (Riedel y cols., 2003). La implicación de mGluR7 en el 
fenómeno de metaplasticidad (cambio de LTD a LTP) de algunas sinapsis de 
hipocampo (Pelkey y cols., 2005) concuerda con los estudios realizados con  
ratones carentes de mGluR7. Estos ratones presentan alteraciones de la 
plasticidad sináptica a nivel del hipocampo, y de la amígdala, que afectan 
principalmente a la memoria a corto plazo (memoria de trabajo) [proceso en el 
que estaría también implicada la interacción con PICK1 (Zhang y cols., 2008)] y 
a la extinción de la conducta aversiva (Hölscher y cols., 2004, 2005; Callaerts-
Vegh y cols., 2006; Fendt y cols., 2008; Goddyn y cols., 2008). Además, 
recientemente, mediante el análisis de los polimorfismos de nucleótido 
individual (SNPs), tres estudios independientes han confirmado la relación 
entre la esquizofrenia y el el gen de mGluR7 (GRM7) (Ohtsuki y cols., 2008; 
Ganda y cols., 2009; Shibata y cols., 2009; O´Connor y cols., 2010).  
 
1.2. Heterreceptores.  
 
1.2.1. Receptor GABAB. 
 
- Estructura: 
 
El receptor GABAB es un heterodímero de las subunidades 
GABABR1 (R1) y GABABR2 (R2), y ambas subunidades son estrictamente 
necesarias para la formación de un receptor funcional (White y cols., 1998; Jones 
y cols., 1998; Kuner y cols., 1999). La subunidad R1 presenta en su extremo 
amino terminal el sitio de unión a agonistas y antagonistas (Galvez y cols., 
1999), mientras que la subunidad R2 es necesaria para el reconocimiento y 
activación de la proteína G que inicia la señalización (Uezono y cols., 2006; Tu y 
cols., 2007). La subunidad R2 parece también necesaria para la distribución del 
receptor en la membrana plasmática, ya que permite el transporte de subunidad 
R1 desde el retículo endoplásmico a dicha membrana plasmática (White y cols., 
1998; Couve y cols., 1998). 
Existen dos isoformas de la subunidad R1 que contribuyen a su 
diversidad molecular, GABABR1a y GABABR1b (Kaupmann y cols., 1997). En 
estudios realizados en sistemas de expresión heteróloga como los ovocitos de 
Xenopus Laevis, se han detectado propiedades funcionales y farmacológicas 
diferentes para cada isoforma, de manera que la isoforma R1a podría dar lugar 
a receptores sensibles a gabapentina, que activan los canales GIRK (Ng y cols., 
2001; Parker y cols., 2004). Estructuralmente, las dos isoformas de la subunidad 
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GABABR1 se diferencian en el dominio extracelular amino terminal. De hecho, 
la subunidad R1a presenta dos regiones sushi (Blein y cols., 2004), que 
interaccionan con una gran variedad de proteínas implicadas en procesos de 
adhesión celular (Lehtinen y cols., 2004). Se ha demostrado recientemente que 
estos dominios sushi definen la localización axonal del receptor (Biermann y 
cols., 2010).  
 
-Patrón de expresión y localización subcelular: 
Las subunidades GABABR1 y GABABR2 presentan una distribución 
amplia y heterogénea en todo el SNC de los mamíferos, donde ambas 
subunidades co-localizan tanto presináptica como postsinápticamente (Kulik y 
cols., 2003, 2006, Lopez-Bendito y cols., 2004; Lacey y cols., 2005; Luján y 
Shigemoto 2006, Vigot y cols., 2006). Los sitios donde se ha encontrado una 
mayor densidad de receptores GABAB son los núcleos del tálamo, la capa 
molecular del cerebelo, siendo especialmente abundante en las dendritas de las 
células de Purkinje, la corteza cerebral, el núcleo interpeduncular y el asta 
dorsal de la médula espinal (Bowery y cols., 1987; Chu y cols., 1990; Martinelli y 
cols., 1992; Turgeon y Albin, 1993; Maitre, 1997). Además, también es 
abundante en otras regiones cerebrales como el hipocampo, la amígdala, el cáliz 
de Held y en las neuronas de la raíz de los ganglios dorsales. (Davies y cols., 
1991, Morishita y Sastry, 1994; Takahashi y cols., 1998; Poncer y cols., 2000; 
López-Bendito y cols., 2004; McDonald y cols., 2004; Towers y cols., 2004). 
En cuanto a la localización subcelular del receptor GABAB. Este 
receptor se encuentra tanto a nivel presináptico como postsináptico. En el 
primer caso, el receptor se localiza tanto en la parte extrasináptica como en la 
zona activa de los terminales glutamatérgicos y gabaérgicos (Kulik y cols., 2003) 
aunque en estos últimos es menos abundante. A nivel postsináptico, el receptor 
de GABAB se localiza en la membrana extrasináptica de las espinas dendríticas 
junto a sus efectores, los canales de potasio rectificadores de entrada modulados 
por proteínas G (GIRK) (Drake y cols., 1997; Kulik y cols., 2003, 2006). 
 
-Farmacología:  
El receptor GABAB fue definido por primera vez en función de sus 
propiedades farmacológicas (Bowery y cols., 1980) ya que respondía 
estereoespecíficamente al ácido (R)-4-amino-3-(4-clorofenil)butanoico 
(baclofén). Baclofén es un derivado del ligando endógeno del receptor, el ácido 
g-aminobutírico (GABA) y es, posiblemente, el agonista del receptor GABAB 
más conocido y más ampliamente utilizado. 
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 Entre los agonistas del receptor GABAB destacan también los 
derivados del ácido fosfínico, como el ácido 3-amino propilfosfínico (3-APPA ó 
CGP 27492) y el ácido 3-aminopropil-metilfosfínico (3-APMPA ó CGP 35024) 
(Froestl y cols.,1993) que son incluso más potentes que el enantiómero activo de 
baclofén. Otros agonistas ampliamente utilizados son CGP 44532 y CGP 44533, 
que difieren poco en su afinidad por el receptor (Ong y cols., 2001). Además, se 
han descrito agonistas parciales del receptor GABAB, como el ácido 
difluorometilfosfínico o CGP 47656 (Froestl y cols., 1995).  
No todos los compuestos derivados del ácido fosfínico se comportan 
como agonistas de este receptor. Los derivados fosfínicos de baclofén, phaclofén 
(Kerr y cols., 1987), saclofén e hidroxisaclofén (Kerr y cols., 1988) son 
antagonistas del receptor GABAB que, a pesar de su baja eficacia, han permitido 
realizar numerosos estudios de neuroquímica y neurofisiología. Seguidamente 
se sintetizaron compuestos como el CGP35341 (Froestl y Mickel, 1997), CGP 
36742, (Olpe y cols., 1990) CGP 51176 (Froestl y cols., 1995) que aunque son 
poco eficaces, tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica. 
Finalmente, se consiguieron los antagonistas de mayor eficacia, como el CGP 
54626, el CGP 55845, el CGP 56999 (Froestl y cols., 1996; Froestl y Mickel, 1997) 
y el CGP 46381. 
 
-Mecanismos de señalización:  
El receptor GABAB está acoplado a distintos sistemas efectores que 
producen la hiperpolarización de las membranas postsinápticas (Newberry y 
Nicoll, 1984; Gähwiler y Brown, 1985; Sodickson y Bean, 1998; Tamas y cols., 
2003) y que reducen la liberación de neurotransmisores tanto excitadores como 
inhibidores. Las acciones presinápticas incluyen la inhibición directa de los 
canales de calcio (Tareilus y cols., 1994; Hirata y cols., 1995; Takahashi y cols., 
1998; Perkinton y cols., 1998; Ladera y cols., 2007 y 2008) y la modulación de la 
maquinaria exocitótica (Scanziani y cols., 1992; Dittman y Regehr, 1996; Sakaba 
y Neher, 2003). Además, el receptor GABAB inhibe a la adenilato ciclasa y 
reduce, por tanto, los niveles de AMPc intracelulares.  
El receptor GABAB se acopla a proteínas G sensibles e insensibles a la 
toxina pertúsica (PTx). Así, mientras la inhibición presináptica de la transmisión 
inhibidora y la modulación postsináptica se suprimen en presencia de PTx 
(Thompson y Gahwiler, 1992; Potier y Dutar, 1993), la modulación presináptica 
de la transmisión excitadora en el hipocampo parece resistente a esta toxina 
(Dutar y Nicoll, 1988; Thompson y Gahwhiler, 1992).  
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A nivel postsináptico, el receptor GABAB produce un potencial 
inhibitorio lento por un mecanismo limitado de membrana debido a la 
activación de los canales del tipo GIRK (canales rectificadores del potencial de 
membrana modulados por proteínas G) (Newberry y Nicoll, 1984; Gähwiler y 
Brown, 1985; Sodickson y Bean, 1998; Tamas y cols., 2003), tanto en el 
hipocampo, como en la sustancia negra  (Slesinger y cols., 1997; Otmakhova y 
Lisman, 2003, Koyrakh y cols., 2005). Este mecanismo de acción está de acuerdo 
tanto con la localización postsináptica tanto de las subunidades GIRK1 y GIRK2 
de los canales de potasio (Ponce y cols., 1996; Lüscher y cols., 1997; Takigawa y 
Alzheimer, 1999; Chen y Johnston, 2005) como del receptor GABAB (Drake y 
cols., 1997; Kulik y cols., 2003, 2006) en diversas áreas cerebrales. 
A nivel presináptico, los receptores GABAB modulan la transmisión 
sináptica mediante la inhibición directa de los canales de calcio dependientes de 
voltaje (Wu y Saggau, 1995a, 1995b; Hirata y cols., 1995; Dittman y Regehr, 
1996; Isaacson y Hille, 1997; Ishikawa y cols., 2005; Moldavan y cols., 2006; 
Ladera y cols., 2007 y 2008), de acuerdo con su capacidad para inhibir la 
corriente presináptica de calcio (Tarelius y cols., 1994; Hirata y cols., 1995; 
Takahashi y cols., 1998; Perkinton y cols., 1998). Mediante el empleo de toxinas 
específicas se ha determinado que estos receptores modulan tanto canales de 
calcio del tipo N como del tipo P/Q en distintas preparaciones neuronales 
(Chen y van den Pol, 1998; Dittman y Regehr, 1996; Poncer y cols., 2000; 
Moldavan y cols., 2006; Castro y cols., 2007; Ladera y cols, 2007 y 2008). Ahora 
bien, el hecho de que las toxinas de los canales de calcio ocluyan las respuestas 
del receptor GABAB no implica necesariamente una acción directa del receptor 
sobre los canales de calcio. Así, la hiperpolarización asociada a la activación de 
los canales del tipo GIRK podría tener consecuencias para la liberación de los 
neurotransmisores, reduciendo la activación de los canales de calcio 
dependientes de voltaje y en consecuencia la entrada de calcio (Sabatini y 
Regehr, 1997; Qian y Saggau, 1999). Por tanto, es necesario distinguir entre la 
modulación directa de los canales de calcio y la modulación de los canales de 
potasio para entender el mecanismo de señalización del receptor. Por ejemplo, 
en las terminaciones sinápticas de la corteza cerebral de rata adulta, donde los 
canales de calcio de tipo N y P/Q están segregados en terminaciones sinápticas 
distintas (Millán y cols., 2003), el receptor GABAB inhibe la actividad de estos 
dos tipos canales de calcio de forma distinta. Así, en las terminaciones 
sinápticas que contienen canales de calcio de tipo N, el receptor reduce la 
liberación de glutamato y la entrada de calcio inducidas por despolarización 
mediante una inhibición directa de los canales de calcio (Ladera y cols., 2007 y 
2008); sin embargo, en aquellas terminaciones sinápticas con canales de calcio 
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de tipo P/Q, el receptor GABAB reduce la liberación de glutamato y la entrada 
de calcio mediante la activación de los canales GIRK (Ladera y cols., 2008). Esto 
coincide con el  hecho de que en los ratones carentes de canales del tipo GIRK3 
se haya detectado un incremento significativo en la expresión de los receptores 
GABAB presinápticos, sugiriendo una posible interacción funcional entre las 
dos proteínas (Luján y cols., 2005). 
En cultivos celulares y en rodajas de cerebro, los agonistas del 
receptor GABAB inhiben la adenilato ciclasa previamente activada  con 
forskolina, disminuyendo así los niveles de AMPc intracelulares (Xu y Wojcik, 
1986; Knight y Bowery, 1996). En este sentido, en las terminaciones sinápticas 
de la corteza cerebral, el receptor GABAB reduce la liberación de glutamato 
inducida por la activación de la vía adenilato ciclasa/PKA con forskolina 
(Ladera y cols., 2007).  
 
-Relevancia fisiológica: 
El receptor GABAB se localiza en la zona activa de los botones 
sinápticos y en los elementos postsinápticos (Drake y cols., 1997; Kulik y cols., 
2003 y 2006), donde controla la transmisión sináptica excitadora e inhibidora, 
tanto a nivel central como periférico.  
Las acciones moduladoras que ejerce  el receptor GABAB sobre  la 
transmisión sináptica, explican su participación en los procesos de plasticidad 
sináptica implicados en la memoria y aprendizaje cerebrales. En este sentido,  la 
activación del receptor GABAB está asociada a cambios duraderos de la eficacia 
sináptica. Este control sobre la plasticidad sináptica depende de la localización 
del receptor en la neurona, de manera que los receptores postsinápticos reducen 
la LTP debido, tanto a la hiperpolarización que producen (Davies y cols., 1991), 
como a la reducción de la actividad de los canales de calcio dendríticos (Pérez- 
Garci y cols., 2006). Por otro lado, los autorreceptores GABAB podrían favorecer 
la inducción de la LTP debido a la reducción de la inhibición de la neurona 
postsináptica (Davies y Collingridge, 1996). Además, el receptor GABAB parece 
estar implicado en el aprendizaje de los comportamientos defensivos en la 
amígdala; de este modo, la diferente localización  de receptores GABAB  
respecto a la zona activa que presentan las neuronas principales y las 
interneuronas de la amígdala, hace que las primeras sean más susceptibles a la  
acción inhibidora del GABA liberado en las sinapsis vecinas (Pan y cols., 2009).  
Por otro lado, como ocurría con el receptor mGlu7 el papel del 
receptor GABAB como modulador de la transmisión sináptica excitadora 
explica el potencial valor terapéutico que los ligandos de este receptor tienen en 
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el tratamiento de la epilepsia, concretamente en el caso de las crisis de ausencia 
(Marescaux y cols., 1992; Manning y cols., 2003). 
Quizás, el papel fisiológico más conocido del receptor GABAB es su 
función en el control de la transmisión del dolor. Esta capacidad se debe a la 
presencia del receptor en los terminales gabaérgicos aferentes de las 
interneuronas del asta dorsal de la médula espinal (Price y cols., 1984), y de las 
neuronas de la raíz de los ganglios dorsales y del cerebro (Calver y cols., 2000; 
Margeta-Mitrovic y cols., 1999), donde modula la liberación de 
neurotransmisores como la sustancia P, glutamato y del péptido relacionado 
con la calcitonina (CGRP) (Malcangio y Bowery, 1993, 1995,1996; Kangrga y 
cols., 1991; Kangrga y Randic, 1991). Estudios en animales apoyan los 
resultados anteriores y demuestran la eficacia antinociceptiva de algunos 
agonistas del receptor GABAB, tanto a nivel central como en la médula espinal 
(Ipponi y cols., 1999; Eaton y cols., 1999). 
 
1.2.2. Receptor de adenosina A1. 
 
-Farmacología: 
Con el objetivo de lograr agonistas y antagonistas del receptor de 
adenosina A1 más eficaces y selectivos, se han introducido modificaciones sobre 
la propia molécula de adenosina. 
En general, la sustitución en el grupo amino exocíclico por grupos 
voluminosos como el radical ciclohexilo incrementa la afinidad por el receptor 
de adenosina del tipo A1 (Jacobson y cols., 1991). Dentro de este grupo se 
incluyen la N6-R-fenilisopropiloadenosina (R-PIA), N6-ciclopentiladenosina 
(CPA) y la N6- ciclohexiladenosina (CHA) (Ogadaki y Fuxe., 1995), que es el 
más potente de los tres. Otro grupo de agonistas del receptor del adenosina A1 
presentan modificaciones en el carbono en posición 2 de la adenosina, como por 
ejemplo la 2-cloro-ciclopentiladenosina (CCPA) (Klotz y cols., 1988). También 
existen agonistas parciales del receptor de adenosina A1, como la 5-
etiltiociclopentiladenosina (5-etiltioCPA) (Borea y cols., 1994). 
Los antagonistas del receptor de adenosina A1 presentan una 
estructura distinta, ya que se trata de compuestos voluminosos formados por 
dos o tres heterociclos. Un grupo importante de antagonistas de este receptor 
son los derivados de la xantina, como la 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina 
(DPCPX) y la 8-[4-[[[[(2-aminoetil)amino]carbonil]metil]oxi]fenil]1,3-
dipropilxantina (XAC) (Lohse y cols., 1987; Muller, 2001). Hay antagonistas de 
este receptor que no son xantinas, como el CGS 15943 (William y cols., 1987). 
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-Mecanismos de señalización: 
El receptor de adenosina A1 modula la transmisión sináptica tanto a 
nivel postsináptico, mediante la regulación de las corrientes de potasio, como 
presináptico, reduciendo la liberación de neurotransmisores mediante la 
inhibición de la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje. En 
general, las acciones de este receptor están mediadas por la activación de las 
proteínas del tipo Gi/o ( Klinger y cols., 2002). 
A nivel postsináptico, el receptor de adenosina A1 controla la 
excitabilidad de la célula debido a la hiperpolarización drástica que produce 
mediante la activación de los canales de potasio (Greene y Haas, 1991, Patel y 
cols., 2001) que parecen ser del tipo GIRK (Gerber y cols., 1989; Wetherington y 
Lambert, 2002; Takigawa y Alzheimer, 2002). 
A nivel presináptico, el receptor adenosina A1 se considera un 
prototipo de receptor metabotrópico que controla la transmisión sináptica 
(Franco y cols., 2005; Wong y cols., 2006), ya que regula la exocitosis de 
múltiples neurotransmisores incluyendo glutamato (Dolphin y Archer, 1983; 
Barrie y Nichols, 1993; Ladera y cols., 2007) y GABA (Hollins y Stone, 1980; 
Saransaari y Oja, 2005). El mecanismo de señalización propuesto para esta 
acción inhibidora es la reducción de la actividad de los canales de calcio 
dependientes de voltaje por un mecanismo delimitado de membrana (Fredholm 
y Dunwiddie, 1988; Gonçalves y cols., 1991; Scholz and Miller; 1991, Ambrosio 
y cols., 1996; Kimura y cols., 2003; Moore y cols., 2003, Manita y cols., 2004; 
Gundlfinger y cols., 2007). Así, el receptor de adenosina A1 inhibe los canales de 
calcio del tipo N sensibles a - conotoxina-GVIA ( -conotoxina-GVIA) en el 
hipocampo (Scholz y Miller, 1991; Wu y Saggau, 1994; Manita y cols., 2004; 
Gundlfinger y cols., 2007) y en otras regiones cerebrales (Song y cols., 2000; 
Noguchi y Yamashita, 2000; Wang y cols., 2002), mientras que -agatoxina-IVA 
ocluye las acciones de los agonistas del receptor de adenosina A1 en el 
hipocampo (Wheeler y cols., 1994; Ambrosio y cols., 1997; Gundlfinger y cols., 
2007) y en la sinapsis del cáliz de Held (Kimura y cols., 2003; Yang y cols., 2006) 
lo que pone de manifiesto la capacidad de este receptor para modular los 
canales de calcio del tipo P/Q. Sin embargo, se desconoce si esta modulación se 
debe a un mecanismo directo o por el contrario se trata de un mecanismo que 
depende de la modulación previa de los canales de potasio (Tibbs y cols., 1989; 
Yang y cols., 2007). En las terminaciones sinápticas de la corteza cerebral de rata 
adulta, donde los canales de calcio de tipo N y P/Q se expresan en 
subpoblaciones de terminaciones sinápticas diferentes (Millán y cols., 2003) el 
receptor de adenosina reduce la liberación de glutamato y la entrada de calcio 
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inducidas por despolarización tanto en terminaciones sinápticas con canales de 
calcio de tipo N como de tipo P/Q (Ladera y cols., 2007).  
El receptor del tipo A1 se diferencia de otros receptores de adenosina 
porque presenta un acoplamiento negativo a la adenilato ciclasa (Dunwiddie y 
Fredholm, 1989; Fredholm y cols., 1986, Selley y cols., 2004; Marks y cols., 2005). 
Como en el caso de los receptores mGlu7 y GABAB, el acoplamiento del 
receptor de adenosina A1 a esta vía de señalización también tiene repercusiones 
en la liberación de glutamato. De este modo, en las terminaciones sinápticas de 
la corteza cerebral, el receptor de adenosina A1 reduce la liberación de 
glutamato la liberación de glutamato inducida por la activación de la vía 
adenilato ciclasa/PKA con forskolina (Ladera y cols., 2007). Además de 
modular los niveles de AMPc intracelulares, el receptor de adenosina A1, 
interviene en la síntesis de otros segundos mensajeros a través de la activación 
de la fosfolipasa C  y la fosfolipasa A2 (Akbar y cols., 1994; Freund y cols., 
1994; Jockers y cols., 1994; Gerwins y Fredholm., 1995). 
 
-Relevancia fisiológica: 
La función neuroprotectora del receptor de adenosina A1 se conoce 
desde hace bastante tiempo (Rudolphi y cols., 1992; Ongini y Schubert, 1998; 
von Lubitz, 1999). La adenosina se encuentra a bajas concentraciones en el 
líquido extracelular (entre 30 y 300 nM), pero llega a alcanzar concentraciones 
del orden de micromolar tras episodios de hipoxia ó isquemia. Este aumento 
tan significativo podría activar receptores A1 y prevenir del daño celular, como 
sugieren estudios realizados en cultivos neuronales (Goldber y cols., 1988; 
Daval y Nicolas, 1994, Lynch y cols., 1998). Estos resultados concuerdan con 
estudios realizados in vivo mediante el empleo de modelos animales de 
isquemia global y focal en los que la administración local de agonistas del 
receptor de adenosina A1 disminuyó la pérdida celular a asociada a los procesos 
de isquemia (Evans y cols., 1987) o  epilepsia (Vianna y cols., 2005; Fedele y 
cols., 2006; Kochanek y cols., 2006; Hosseinmardi y cols., 2007).  
 El receptor de adenosina A1 podría ejercer su efecto neuroprotector 
mediante distintos mecanismos. A nivel presináptico, este receptor reduce la 
liberación de neurotransmisores excitadores como glutamato, que liberado en 
exceso al espacio sináptico, vía receptores ionotrópicos, podría aumentar en 
exceso el calcio citosólico y provocar así la muerte celular (Uchino y cols., 2001). 
Por otro lado, el exceso de la entrada de calcio al interior de la célula podría 
evitarse también mediante la acción inhibidora del receptor de adenosina A1 
sobre los canales de calcio dependientes de voltaje (de Mendonça y cols., 2000). 
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En la postsinapsis, este receptor podría activar los canales de potasio e 
hiperpolarizar la neurona postsináptica (Wardas, 2002), con la consiguiente 
disminución de la excitabilidad neuronal. 
El receptor de adenosina A1 también parece estar implicado en la 
transmisión del estímulo doloroso, sirva de ejemplo el reciente estudio que 
relaciona la activación de este receptor con el efecto analgésico local de la 
técnica de acupuntura (Goldman y cols., 2010).  
 
1.3. Coexistencia y cooperación de los receptores mGluR7, GABAB y A1 
en la modulación de la liberación de glutamato.  
 
Como ya se ha comentado, tanto el autorreceptor, mGlu7, como los 
heterorreceptores,  adenosina A1 y GABAB, controlan la transmisión sináptica 
excitadora inhibiendo la liberación del neurotransmisor glutamato (Fredholm y 
Dunwiddie, 1988; Greene y Haas, 1991; Wu y Saggau, 1994 y 1995 b; Dittman y 
Regehr, 1996; O´Connor y cols., 1999; Capogna, 2004; Millán y cols., 2002a, 
2002b). Además, estos receptores se distribuyen ampliamente en el sistema 
nervioso central, localizándose en la zona activa presináptica (Bradley y cols., 
1996; Shigemoto y cols., 1997; Ochiisi y cols., 1999; Kulik y cols., 2003 y 2006; 
López-Bendito y cols., 2004). Estos hechos sugieren que los tres receptores 
coexisten en las terminaciones sinápticas glutamatérgicas. En este sentido, los 
estudios de imagen de calcio e inmunocitoquímica realizados por nuestro 
grupo en terminaciones sinápticas individuales han aportado evidencias 
directas de que estos receptores coexisten en una subpoblación de 
terminaciones sinápticas de la corteza cerebral (Ladera y cols., 2007). De este 
modo, en aquellos botones sinápticos en los que la activación de uno de los tres 
receptores bloqueó la entrada de calcio inducida por despolarización con KCl, 
también lo hizo la activación de cualquiera de los otros dos receptores. Lo que 
concuerda con los trabajos realizados en la sinapsis del cáliz de Held, cuyo 
tamaño permite resgistrar los canales de Ca2+ presinápticos, se ha observado 
que las acciones de los agonistas del receptor GABAB, adenosina A1 y un 
receptor metabotrópico del grupo III de alta afinidad por L-AP4 se ocluyen 
cuando los receptores se activan simultáneamente (Kimura y cols., 2003; 
Takahashi y cols., 2004). Sin embargo, la inhibición de los canales de calcio no es 
la única vía de señalización que comparten estos receptores. Así, en las 
terminaciones nerviosas de la corteza cerebral, la co-adición de los agonistas de 
los receptores mGlu7, adenosina A1 y GABAB inhibe la liberación de glutamato 
inducida por la activación de adenilato ciclasa con forskolina a concentraciones 
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que no tienen efecto cuando se aplican por separado (concentraciones 
subumbrales) (Ladera y cols., 2007). Por tanto, todos estos datos indican que los 
tres receptores utilizan vías de señalización intracelular comunes para inhibir la 
liberación de glutamato (inhibición de la actividad de los canales de calcio e 
inhibición de la adenilato ciclasa) de modo que sus respuestas se integran desde 
la cooperación para alcanzar una inhibición efectiva a concentraciones 
subumbrales de agonista, hasta una clara oclusión de las respuestas a altas 
concentraciones de agonista (fig. I. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 3. Coexistencia de los receptores de adenosina A1, GABAB y  mGluR7.  
Los receptores adenosina A1, GABAB y mGlu7 coexisten en una población de terminaciones 
sinápticas glutamatérgicas de la corteza cerebral. Las acciones debidas a su activación se integran a 
nivel de la inhibición de los canales de calcio y de la adenilato ciclasa y tienen como resultado final 
la reducción de la liberación de glutamato.  
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-Relevancia fisiológica: 
La coexistencia de los receptores de adenosina A1, GABAB y 
mGluR7 podría tener importantes consecuencias en la transmisión sináptica. El 
incremento de la concentración extracelular de adenosina por la actividad 
sináptica se ha relacionado con la activación del receptor NMDA (Brambilla y 
cols., 2005) y con la hidrólisis del ATP por ATP-asas extracelulares (Dunwiddie 
and Masino, 2001). Sin embargo, la liberación de glutamato y GABA se produce 
en poblaciones bien definidas de neuronas que utilizan estos aminoácidos como 
neurotransmisores (Somogyi et al., 1998). De ahí que la co-expresión de 
receptores de glutamato y GABA en el mismo botón sináptico pudiera ser 
relevante en dos escenarios diferentes: uno sería el “spillover”, es decir, la 
difusión de un neurotransmisor hasta sinapsis vecinas (Eder et al., 2003), 
mientras que el segundo sería la coliberación de glutamato y GABA desde el 
mismo botón sináptico (Gutierrez, 2005). En general, se puede afirmar que los 
transportadores de glutamato previenen la acumulación del glutamato en la 
sinapsis limitando sus acciones a los sitios sinápticos (Arnth-Jensen y cols., 
2002, Huang y cols., 2004). Sin embargo, cuando las neuronas disparan con alta 
frecuencia, el glutamato liberado difunde de los sitios sinápticos alcanzando 
receptores extrasinápticos e incluso a la sinapsis vecina (Barbour y cols., 1994, 
Kullmann y cols., 1996; Mitchell y cols., 2000). Si esta comunicación 
intersináptica tuviera relevancia fisiológica en la función cerebral, cabría 
esperar que los terminales sinápticos estuviesen dotados con autorreceptores, 
para responder al neurotransmisor liberado por el propio terminal sináptico y 
con heterorreceptores, para responder al neurotransmisor liberado por los 
terminales vecinos. 
El hallazgo de que mGluR7 y GABAB cooperen en la inhibición de la 
liberación de glutamato indica que los dos receptores se co-expresan en 
terminales glutamatérgicos, los cuales representan hasta el 80% de los botones 
sinápticos en la preparación de corteza cerebral (Millán y cols. 2003). Esto está 
de acuerdo con la expresión de mGluR7 y de los receptores GABAB en sinapsis 
asimétricas (Dalezios y cols., 2002; Kulik y cols., 2003) donde funcionan como 
autorreceptores y heterorreceptores, respectivamente (Wu y Saggau, 1994; 
O’Connor y cols., 1999). La coexistencia de receptores que utilizan una vía de 
señalización común en un botón sináptico puede tener importantes 
consecuencias funcionales, ya que aumentaría significativamente la 
probabilidad de activación del mecanismo presináptico que inhibe la liberación. 
Esto sería particularmente relevante si uno de los receptores exhibe una 
afinidad por el agonista endógeno excepcionalmente baja como es el caso de 
mGluR7 (Okamoto et al., 1994), lo que limita su activación a periodos de intensa 
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actividad sináptica (Pelkey et al., 2005). La coexpresión de receptores 
presinápticos también podría ser relevante en el contexto de la coliberación de 
glutamato y GABA desde el mismo terminal sináptico. En algunos tipos de 
neuronas, como las granulares de hipocampo, se ha descrito la expresión de un 
doble fenotipo glutamatérgico y GABAérgico (Gutiérrez y cols., 2005). Sin 
embargo, la capacidad de las terminaciones sinápticas de  la corteza cerebral 
para coliberar glutamato y GABA no ha sido estudiada. 
 
2. Canales de calcio dependientes de voltaje. 
 
Los canales de calcio dependientes de voltaje se encuentran en las células 
excitables y permiten el paso del ión calcio al citosol. El calcio actúa como un 
segundo mensajero, iniciando cascadas de señalización intracelulares que 
controlan la contracción celular, la secreción o la transmisión sináptica (Caterall, 
2000). En el sistema nervioso central, estos canales son especialmente 
abundantes en las terminaciones sinápticas, donde ejercen un importante papel 
en el inicio de la exocitosis de neurotransmisores. 
 
2.1. Estructura general. 
 
Los canales de calcio se aislaron por primera vez de las membranas 
de los túbulos transversales del músculo esquelético. Inicialmente se 
describieron como canales compuestos por tres subunidades 1,  y  (Curtis y 
Catterall, 1984 y 1985), hasta que años más tarde se identificó la cuarta 
subunidad 2  (Hosey y cols., 1987; Leung y cols., 1987; Striessnig y cols., 1987; 
Takahashi y Caterall, 1987). En general, los canales de calcio están formados por 
una subunidad principal ( 1) y tres subunidades accesorias ( ,  y 2 ). La 
subunidad 1 es transmembranal y constituye el canal iónico (Tanabe y cols., 
1987) (fig I. 4). Está formada por cuatro dominios (de I a IV)  unidos por bucles 
intracelulares. Cada uno de estos 4 dominios contiene seis segmentos 
transmembrana (de S1 a S6) (Catterall, 1993, 2000). La subunidad  es el núcleo 
funcional del canal de calcio ya que es la que permite la entrada de calcio, 
contiene el sensor de voltaje y los sitios de unión de los bloqueantes (Caterall, 
2000). En los mamíferos superiores, existen 10 genes que codifican 10 
subunidades 1 diferentes; la homología entre las distintas subunidades 1 se ha 
usado como criterio para definir tres familias distintas de canales de calcio 
dependientes de voltaje (Cav1, Cav2 y Cav3) (Snutch y cols., 2005).  
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En cuanto a la subunidad , los vertebrados expresan cuatro tipos 
diferentes de esta subunidad ( 1-4) (Dolphin, 2003; Richards y cols., 2004). De 
todas ellas, sólo el subtipo 2a está anclada a la membrana por palmitoilación 
(Qin y cols., 1998); el resto son intracelulares (fig. I. 4) y tienen estructura de 
hélice  (Takahashi y Caterall, 1987; Ruth y cols., 1989). El análisis 
crsitalográfico de su estructura revela que poseen dominios guanilato kinasa y 
SH3, por tanto, podrían interaccionar con otras subunidades  (Chen y cols., 
2004; Opatowsky y cols., 2004; Van Petegem y cols., 2004). Mientras que la 
subunidad 1 contiene la mínima maquinaria para establecer un canal de calcio 
funcional, la subunidad  regula las propiedades eléctricas y cinéticas del poro 
iónico (Pragnell y cols., 1994; Chien y cols., 1995; Bichet y cols., 2000a, 2002b; 
Yasuda y cols., 2004, Vendel y cols., 2006) y la expresión de los canales en la 
membrana celular, posiblemente por su interacción con proteínas implicadas en 
la endocitosis como es el caso de dinamina (González-Gutiérrez y cols., 2007). 
La subunidad  es una glicoproteína transmembranal (fig. I. 4) 
compuesta por cuatro hélices transmembranales y con extremos amino y 
carboxilo terminales citosólicos. Existen 8 tipos diferentes de esta subunidad 
(Jay y cols., 1990; Arikkath y Campbell, 2003; Black, 2003). Con excepción de 7, 
cuya expresión en sistemas de expresión heteróloga reduce la actividad de los 
canales Cav2.2 (Moss y cols., 2002), esta subunidad parece tener pocos efectos 
sobre la cinética de apertura del poro iónico 1 (Rousset y cols., 2001). Además, 
su expresión en tejido neuronal es cuestionada (Dolphin, 2003; Chen y cols., 
2007).  
En los vertebrados, se han identificado y caracterizado 4 genes 
distintos que codifican las subunidades 2 1, 2 2, 2 3 y 2 4 (Klugbauer y cols., 
1999; Arikkath y Campbell, 2003). Cada subunidad 2 proviene de un péptido 
único que, posteriormente, sufre una modificación postraduccional que lo 
divide en los segmentos 2 (extracelular) y compuesta por una hélice 
transmembranal simple) que, finalmente, son reconectados mediante puentes 
disulfuro (De Jongh y cols., 1990) (fig. I. 3). Mediante la coexpresión de esta 
subunidad con 1 en sistemas heterólogos, se ha determinado que la subunidad 
2 regula la amplitud de la corriente, la farmacología  e incluso la apertura del 
canal de calcio (Klugbauer y cols., 2003; Yasuda y cols., 2004). Además, 
mutaciones en esta subunidad dan lugar a modelos de epilepsia en ratón que 
presentan una actividad claramente disminuída de las corrientes P/Q (Barclay 
y cols., 2001). También se ha observado que la interacción de esta subunidad 
con 1 induce un cambio conformacional en esta última que aumenta su 
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afinidad por proteínas relacionadas con el transporte del canal de calcio a la 
membrana (Davies y cols., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 4. Estructura de los canales de calcio dependientes de voltaje.  
Esquema de la disposición de las subunidades 1, ,  y 2  de los canales de calcio dependientes de 
voltaje. La subunidad 1 es transmembranal y constituye el poro iónico del canal de calcio. En cuanto 
a las subunidades auxiliares, la subunidad es intracelular, la subunidad es transmembranal y la 
subunidad 2 presenta una parte transmembranal y otra extracelular.  (Adaptado de Tedford y 
Zamponi , 2006).  
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2.2. Clasificación. 
 
Los canales de calcio dependientes de voltaje se pueden clasificar en 
tres familias (Cav1, Cav2 y Cav3) en función del tipo de subunidad 1 que 
contienen (Ertel y cols., 2000; Snutch y cols., 2005): 
 
-Familia Cav1 (canales de calcio de tipo L). 
 
Las corrientes de calcio mediadas por estos canales se caracterizan 
por presentar un umbral de activación alto, una conductancia elevada y una 
cinética de inactivación lenta (Tsien y cols., 1988; Bean, 1989 a). Los canales de 
calcio de tipo L están en el músculo esquelético, donde constituyen el sensor de 
voltaje que activa la contracción muscular (Tanabe y cols., 1987); en las células 
endocrinas, donde participan en la secreción hormonal (Milani y cols., 1990), en 
las células de la retina, participando en la fototransducción (Bech-Hansen y 
cols., 1998; Koschak y cols., 2003; McRory y cols., 2004) así como en las 
neuronas, regulando procesos de expresión génica (Bean, 1989a). Estos canales 
se regulan, principalmente, mediante la activación de proteínas quinasas 
dependientes de segundos mensajeros como la proteína quinasa A, que tiene 
efectos potenciadores sobre la entrada de calcio (Kamp y Hell, 2000). Los 
inhibidores específicos de estos canales de calcio son compuestos del grupo de 
las dihidropiridinas, fenilalquialminas y benzotiazinas (Reuter, 1983).  
 
-Familia Cav2 (canales de calcio de tipo P/Q, N y R). 
 
En 1985, Nowycky y colaboradores registraron por primera vez las 
corrientes de calcio mediadas por la activación de uno de estos canales, al que 
denominaron N (Cav2.2 ó 1B). Las corrientes N presentan una cinética de 
inactivación más lenta así como umbrales de activación e inactivación más 
negativos que los canales de calcio de la familia Cav1. Una de las herramientas 
farmacológicas más empledas para el estudio de estos canales es la toxina 
peptídica procedente de los caracoles del género Conus, -conotoxina GVIA, 
que bloquea el canal de manera irreversible (Olivera y cols., 1985; Tsien y cols., 
1988). Posteriormente, mediante el empleo de la toxina peptídica procedente del 
veneno de la araña Agenolepis aperta, -agatoxina IVA, se diferenciaron otros 
dos tipos de corrientes de calcio con distinta afinidad a dicha toxina: las 
corrientes P, registradas por primera vez en las células de Purkinje (Llinás y 
cols., 1989) y las corrientes Q, que se registraron en las neuronas granulares de 
cerebelo (Randall y Tsien, 1995) y que presentan una menor afinidad por -
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agatoxina IVA. Es frecuente referirse a ellos como canales de calcio del tipo P/Q 
(Cav2.1 ó 1A). Por último, se encontró otro tipo de corrientes de calcio, las del 
tipo R (Cav2.3 ó 1E), llamadas así por ser resistentes tanto a -conotoxina 
GVIA como a -agatoxina IVA (Randall y Tsien, 1995). Estos canales se 
bloquean en presencia del antagonista SNX- 482 procedente del veneno de la 
tarántula africana Histerocrates gigas (Newcomb y cols., 1998; Bourinet y cols., 
2001). Los canales del tipo N, P/Q y R son los más abundantes en el sistema 
nervioso central (Reid y cols., 2003). Los canales del tipo R se localizan tanto en 
las dendritas proximales como en los botones sinápticos (Wu y Saggau, 1995a; 
Yokoyama y cols., 1995; Wu y cols., 1998b) mientras que los canales del tipo N y 
P/Q se localizan preferentemente en los terminales sinápticos de las neuronas 
(Westenbroek y cols., 1992, 1995 y 1998) donde contribuyen a la liberación de 
los neurotransmisores (Turner y Dunlap, 1995; Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997; 
Millán y cols., 2002a y b; Godino y cols., 2005;  Ladera y cols., 2007 y 2008). 
 
-Familia Cav3 (canales de calcio de tipo T). 
 
Las subunidades del tipo Cav3 forman el poro de los canales de calcio 
del tipo T que se descubrieron, mediante el empleo de técnicas 
electrofisiológicas, en los huevos de la estrella de mar (Hagiwara y cols., 1975). 
Las corrientes T presentan un umbral de activación mucho más negativo, una 
cinética de inactivación más rápida y una conductancia al calcio menor que las 
corrientes L (Carbone y Lux, 1984; Fedulova y cols., 1985). Este tipo canales de 
calcio se expresa en los somas y dendritas, donde participan en la regulación de 
la excitabilidad neuronal (Molineux y cols., 2006).  
 
2.3. Regulación de la actividad de los canales de calcio de la familia 
Cav2. 
 
La actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje de la 
familia Cav2, está modulada por proteínas G, proteínas presinápticas de la 
maquinaria exocitótica y proteínas quinasas como PKC. 
Los canales de calcio de la familia Cav2 se modulan por proteínas G, 
preferentemente del tipo Gi/o (Hille, 1994; Jones y Elmslie, 1997) (Fig.I.7). Las 
subunidades   de las proteínas G reducen la actividad de los canales de calcio 
mediante un mecanismo delimitado de membrana (Bourinet y cols., 1996; 
Herlitze y cols., 1996; Ikeda, 1996) que aumenta el umbral de activación del 
canal, con el consiguiente retraso de su apertura (Dolphin, 1995; Hille, 1994; 
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Wickman y Clapham, 1995). Esta modulación es dependiente de voltaje, ya que 
desaparece cuando se aplica un prepulso de despolarización fuerte (+ 100 mV) 
(Bean, 1989; Lipscombe y cols., 1989, Hille, 1994; Arnot y cols., 2000, de Sevilla y 
cols., 2002). Mediante ensayos de unión a proteínas se ha encontrado que las 
subunidades 1 contienen el menos tres sitios de unión a proteínas G   en su 
estructura, en el extremo amino y carboxilo terminal (Cantí y cols., 1999; Page y 
cols., 1998; Qin y cols., 1997; Simen y Miller; 1998) y en el bucle que une los 
dominio I y II (LI-II) (Herlitze y cols., 1997; Zamponi y cols., 1997) (Fig.I.5). Este 
súltimo contiene un motivo QXXER necesario para la interacción con la 
proteína G (De Waard y cols., 1997; Herlitze y cols., 1997; Zamponi y cols., 
1997). Sin embargo, el trabajo de Qin y colaboradores de 1997 demostró que 
dicho dominio no es esencial para la inhibición mediada por proteína G de los 
canales de calcio de tipo N. Del mismo modo, la pérdida de largas secuencias en 
el dominio carboxilo terminal tampoco afectaron en gran medida a la inhibición 
por proteínas G de este tipo de canales (Hamid y cols., 1999), lo que sugiere un  
mero papel auxiliar para este dominio; como posteriormente demostró el 
trabajo de Li y colaboradores de 2004. Sin embargo,  el sitio de unión en el 
extremo amino terminal sí parece crucial en la inhibición de los canales de 
calcio de tipo N (Page y cols., 1998; Simen y Miller, 1998, 2000; Stephens y cols., 
1998; Canti y cols., 1999). Concretamente, tres aminoácidos de este dominio 
(Ser48, Arg52 y Arg54) son estrictamente necesarios para esta modulación (Canti y 
cols., 1999). El trabajo de Agler y colaboradores en 2005 resolvió el mecanismo 
mediante el que el dominio amino terminal de los canales de calcio de tipo N 
permitía la inhibición de las subunidades G . Parece que la interacción entre 
dicho dominio y el dominio LI-II es absolutamente necesaria para la 
modulación por proteínas G.    
Las proteínas G también modulan los canales de calcio mediante 
mecanismos que implican la participación de mensajeros solubles y que son 
independientes de voltaje (Tedford y Zamponi, 2006) y que implican a la 
adenilato ciclasa y la fosfolipasa C , (Gao y Gilman, 1991; Tang y Gilman, 1991; 
Camps y cols., 1992). Un ejemplo lo constituyen algunos receptores 
metabotrópicos de dopamina D1 que activan G s y PKA (Surmeier y cols., 
1995) o los receptores muscarinícos del tipo M1 y de neuroquinina del tipo 1 
acoplados a G q y a la activacion de PLC (Kammermeier y cols., 2000). 
La sensibilidad a las proteínas G depende del tipo de canal de calcio 
(Zhang y cols., 1996). Las proteínas G modulan canales de calcio del tipo N 
(Herlitze y cols., 1996; Ikeda, 1996; Millán y cols., 2002a, Godino y cols., 2005) y 
del tipo P/Q (Perroy y cols., 2000), si bien los primeros son más susceptibles a 
este tipo de regulación (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; Millán 2002a y 
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b; González-Inchauspe y cols., 2007). Así, se ha observado un aumento en la 
sensibilidad a la modulación por proteínas G de canales P/Q recombinantes 
con el sitios de unión de las subunidades G   de los canales N (Zhang y cols., 
1996; Page y cols., 1997). 
Las proteínas de la maquinaria exocítotica sintaxina-1; SNAP-25 o 
sinaptotagmina también regulan la actividad de los canales de calcio, por unión 
al dominio de interacción de proteínas sinápticas (synprint) del bucle que une 
los dominios II y III de la subunidad 1 (Sheng y cols., 1994, 1997; Charvin y 
cols., 1997; Wiser y cols., 1997; Jarvis y Zamponi, 2001) (Fig.I.7). Esta unión 
podría optimizar el acoplamiento entre la señal de calcio y la exocitosis, 
incrementando la eficiencia de la liberación de los neurotransmisores (Mochida 
y cols., 1996, 2003; Harkins y cols., 2004). Además, la interaccion de sintaxina 1A 
inhibe los canales de calcio  de los tipos N y P/Q en ovocitos de Xenopus 
(Bezprozvanny y cols., 1995; Jarvis y Zamponi, 2001) y en sinaptosomas de 
corteza cerebral (Bergsman y Tsien, 2000) favoreciendo la inhibición del canal 
por proteínas G (Jarvis y cols., 2000 Hurley y cols., 2004). Además, la hidrólisis 
de sintaxina con toxina botulínica revierte esta modulacion incrementando la 
actividad del canal (Degtiar y cols., 2000; Bergsman y Tsien, 2000; Stanley, 
2003). Dado que la sintaxina 1A  posee dominios de interacción tanto con los 
canales de calcio como con las subunidades G , podría actuar como una 
chaperona forzando la interacción entre ambos y promoviendo, por tanto, la 
inhibición tónica por proteínas G (Jarvis y cols., 2002). Recientemente se ha 
observado que la proteína SNAP 25 endógena regula negativamente la 
actividad de los canales de calcio de tipo P/Q en terminaciones sinápticas 
glutamatérgicas del hipocampo (Condliffe y cols., 2010).  
Se han propuesto tres mecanismos para la regulación de los canales 
de calcio de la familia Cav.2 por la proteína quinasa C. En primer lugar, PKC 
fosforila un residuo de treonina (Thr422) del dominio LI-II, impidiendo la 
interacción de la subunidad 1  del canal de Ca2+ con las subunidades  de las 
proteínas G y, por tanto, suprime la inhibición por proteínas G de los canales de 
Ca2+ (Hamid y cols., 1999). En segundo lugar, PKC también fosforila el dominio  
synprint, por lo que impidiendo así la unión y consiguiente inhibición de los 
canales de Ca2+ por las proteínas de la maquinaria exocitótica (Jarvis y 
Zamponi, 2001; Yokoyama y cols., 2005) (Fig.I.7). Por último, la fosforilación de 
los canales de calcio de tipo N por PKC también tiene un efecto directo sobre la 
actividad del canal, aumentando la conductancia al calcio de forma 
independiente de la interacción con subunidades  o con proteínas de la 
maquinaria exocitótica   (Stea y cols., 1995, Hamid y cols., 1999). 
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2.4. Función de los canales de calcio de la familia Cav2. 
 
Los canales de calcio de esta familia están localizados 
preferentemente en las terminaciones sinápticas  (Wu y Saggau, 1995a; 
Yokoyama y cols., 1995; Wu y cols., 1998b), por tanto, su papel principal es 
promover la exocitosis de neurotransmisores (Westenbroek y cols., 1992, 1995 y 
1998). No obstante, existen diferencias notables entre los diferentes tipos de 
canales de esta familia. 
Como ya se ha comentado, los canales de tipo N poseen una mayor 
susceptibilidad a la inhibición por proteínas G que los de tipo P/Q (Zhang y 
cols., 1996; Currie y Fox, 1997; Millán 2002a, 2002b; González-Inchauspe y cols., 
2007). Por otro lado, estos dos tipos de canales  también se diferencian en su 
eficiencia en el acoplamiento a la exocitosis de neurotransmisores. Así, la 
liberación de glutamato mediada por canales de tipo N es más susceptible a la 
disminución del calcio extracelular (Millán y cols., 2003; González-Inchauspe y 
cols., 2007), lo que evidencia el peor acoplamiento de este tipo de canales a la 
Figura I. 5. Estructura y sitios de regulación de la subunidad 1.  
Esquema de la estructura y  1 y sus dominios de regulación donde se muestran los 4 dominios 
transmembranales (I-IV) y los 6 segmentos (S1-S6) que los constituyen. El segmento 4 actúa como 
sensor de voltaje. El extremo amino terminal y el bucle intracelular que une los dominios I y II 
interaccionan con las subunidades G  . El bucle intracelular que une los dominios II y III presenta el 
dominio synprint de interacción con las protéinas sintaxina y SNAP-25. La proteína quinasa C (PKC) 
fosforila los bucles I-II y II-III regulando la interacción de la subunidad 1 con las proteínas G y las 
proteínas de la maquinaria exocitótica. (Adaptado de Tedford y Zamponi , 2006).  
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liberación de neurotransmisores, posiblemente porque se localizan más lejos de 
los sitios de liberación (Wu y cols., 1999; Qian y Noebels, 2001). Puesto que los 
distintos tipos de canales de calcio poseen diferentes propiedades esto debería 
repercutir en el papel que éstos juegan en la liberación de neurotransmisores.  
Durante el desarrollo tienen lugar cambios en la dotación de canales 
de calcio de las terminaciones sinápticas. En los botones sinápticos de las ratas 
jóvenes, más de un tipo de canal controla la entrada de calcio, ya que los efectos 
de los bloqueantes de los canales sobre las corrientes de calcio son aditivos 
mientras que sus efectos sobre la trasnmisión sináptica no lo son (Hessler y 
cols., 1993; Reuter, 1995; Mintz y cols., 1995; Qian y Noebels, 2001; Millán y 
cols., 2002b; Murakami y cols., 2002; Fedchyshyn y Wang, 2005).  Efectivamente, 
la distribución de los canales de calcio de los botones sinápticos  de la corteza 
cerebral de las ratas jóvenes es heterogénea, ya que éstos expresan canales N o 
P/Q o una combinación de los dos tipos (Millán y cols., 2002b; Reid y cols., 
2003). En el cáliz de Held (Wu y cols., 1999; Fedchyshyn y Wang, 2005; 
González-Inchauspe y cols., 2007) y en otras sinapsis (Iwashaki y cols., 2000), la 
contribución de los canales N a la transmisión sináptica disminuye con el 
desarrollo hasta que, en la edad adulta, toda la liberación de glutamato 
depende de los canales de tipo P/Q. No obstante, las terminaciones sinápticas 
de la corteza cerebral de animales adultos, conservan una parte sustancial de la 
liberación controlada por canales de calcio de tipo N (Vázquez y Sánchez-
Prieto, 1997; Iwasaki y cols., 2000; Millán y cols., 2002b y 2003). Así, los 
experimentos de imagen de calcio realizados en botones sinápticos individuales 
ponen de manifiesto que, a diferencia de  en los animales jóvenes, en las 
terminaciones sinápticas de ratas adultas los canales de calcio de tipo N y P/Q 
se expresan en subpoblaciones distintas (Millán y cols., 2003). 
 El hecho de que en algunas sinapsis centrales, la liberación de 
glutamato esté mediada exclusivamente por canales de tipo N sugiere que éstos 
tienen propiedades funcionales diferenciales, como confirman las profundas 
diferencias entre los fenotipos de los ratones que carecen de canales de calcio de 
uno u otro tipo. Así, a pesar de que los ratones que carecen de la subunidad 1A 
mantienen la transmisión sináptica gracias principalmente a los canales de tipo 
N y en menor medida a los canales de tipo R (Piedras-Rentería, 2004; 
Gonchález-Inchauspe y cols., 2007), estos animales mueren a las dos o tres 
semanas de vida (Jun y cols., 1999), edad que coincide exactamente con la total 
segregación de los canales de calcio de tipo N y P/Q en las terminaciones 
sinápticas de la corteza cerebral (Millán y cols., 2002 b).  
En cambio, en los ratones carentes de la subunidad 1B ( 1B-/-)  los 
canales del tipo P/Q sí parece que compensen la ausencia de los canales del 
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tipo N ya que estos ratones tienen una expectativa de vida normal (Ino y cols., 
2001). Así, en algunas sinapsis del bulbo olfatorio de los ratones 1B -/-, se ha 
detectado un aumento de entre 3 y 4 veces del ARNm de la subunidad 1A que 
forma los canales del tipo P/Q (Takahashi y cols., 2004). La pérdida de los 
canales del tipo N conlleva, no obstante, algunos cambios fenotípicos. Se han 
observado algunas alteraciones en la percepción de los estímulos dolorosos 
(Kim y cols., 2001; Saegusa y cols., 2002), hiperactividad, alteraciones en el 
ritmo circadiano y de la función simpática en los ratones 1B -/-. Estos cambios 
están de acuerdo con el papel predominante de los canales del tipo N en la 
sinapsis entre las fibras aferentes nociceptivas y las neuronas del asta dorsal de 
la médula (Heinke y cols., 2004), en los terminales nerviosos del sistema 
simpático y en las regiones cerebrales implicadas en el control del estado de 
vigilia (Ino y cols., 2001; Beuckmann y cols., 2003). Además, la pérdida del canal 
de calcio de tipo N parece que puede afectar a los procesos de plasticidad 
sináptica a corto (González-Inchauspe y cols., 2007) y a largo plazo (Jeon y cols., 
2007) así como al comportamiento de estos ratones, que presentan un 
incremento de la actividad locomotora y del tiempo en estado de alerta 
(Beuckmann y cols., 2003; Nakagawasai y cols., 2010)  así como un fenotipo más 
agresivo (Kim y cols., 2009) y déficits en el aprendizaje y memoria espacial (Jeon 
y cols., 2007).  
 
 
3. Modulación de la liberación de glutamato mediante la vía 
de señalización de PLC.  
 
3.1. PLC. 
 
Las fosfolipasa específicas de fosfoinosítidos (PLC) poseen un papel 
esencial en la señalización transmembrana. Bajo el control de los receptores 
situados en la membrana plasmática, estas enzimas hidrolizan el fosfolípidos de 
membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) generando dos segundos 
mensajeros intracelulares: el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3), que libera calcio de 
los reservorios intracelulares y el diacilglicerol (DAG), que activa a la proteína 
quinasa C así como a proteínas no quinasas como son las de la familia Munc 13 
(Rhee y cols., 2002; Wierda y cols., 2007; Lou y cols., 2008).  
En mamíferos, han sido identificadas al menos 13 isoformas de PLC 
pertenecientes a seis familias designadas como PLC , - , - , - , -  y - , de las 
cuales, sólo las PLC de las familias ,  y  se expresan abundantemente en el 
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cerebro (Rhee, 2001; Rebecchi y Pentyala, 2000; Hwang y cols., 2005). De este 
modo, las fosfolipasas de la familia  se expresan en el hipocampo (células 
piramidales y células granulares del giro dentado), tálamo, cerebelo (células de 
Purkinje y granulares), en la gándula pituitaria, cuerpo geniculado mediano, 
núcleo geniculado lateral así como en la corteza frontal y piriforme (Gerfen y 
cols., 1988; Homma y cols., 1989; Mizuguchi y cols., 1991; Rhee y cols., 1991; Suh 
y cols., 1988; Ross y cols., 1989; Roustan y cols., 1995; Tanaka y Kondo, 1994). 
Las isoformas de la familia  se localizan en la pituitaria anterior, hipocampo, 
bulbo olfatorio y cerebelo (Mizuguchi y cols., 1991; Ross y cols., 1989; Yamada y 
cols., 1991; Tanaka y Kondo, 1994); y las fosfolipasas de la familia η son 
específicamente neuronales y se encuentran en el bulbo olfatorio, hipocampo 
(regíon CA y giro dentado), en las células cerebelares de Purkinje, corteza 
cerebral e hipotálamo (Hwuang y cols., 2005).  
 La estructura de todas las fosfolipasas C consta de un centro 
catalítico (formado por los dominios X e Y), un dominio amino terminal 
homólogo al de las plecstrinas (PH) separado del centro catalítico por 4 
dominios dedos-EF (EF) y un dominio carboxilo terminal de unión a Ca2+ (C2) 
(fig I. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 6. Estructura de las distintas familias de PLC.   
El esquema respresenta las estructura de las diferentes familias de PLC. El dominio de homólogo al de 
la plecstrina (PH), los dominios manos-EF (EF), el centro catalítico (X e Y) y el dominio de unión a 
calcio (C2) aparecen en todas las familias de PLC, excepto en las PLC- , que carece del dominio PH. 
Las familias y presentan un dominio PDZ que les permite interaccionar con los receptores 
metabotrópicos acoplados a proteínas G. Las PLC  presentan dominios tirosina quinasa (SH2 y SH3) 
que posibilitan su activación por receptores tirosina quinasa. Las fosfolipasas de la familia  se activan 
mediante la unión de RasGTP a un dominio situado en el extremo carboxilo terminal (dominio de 
unión de Ras, RA) y la posterior transformación de RasGTP en Ras GDP mediante su dominio de 
intercambio de nucleótidos de guanina (RasGEF). (Adaptado de Cockcroft, 2006). 
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El dominio PH  ancla a la enzima a la membrana mediante su 
interacción con PIP2 (Essen y cols., 1996). Los dominios EF (capaces de unir un 
ión calcio) parece que confieren flexibilidad a la PLC, permitiendo así la 
interacción con la membrana  del centro catalítico (responsable de la hidrólisis 
de PIP2) y del dominio C2, una vez que la enzima se ancla a la membrana por su 
dominio PH (Rhee, 2001). Las variaciones de esta estructura básica pueden 
determinar las propiedades de regulación de las distintas familias de 
fosfolipasas. Por ejemplo, mientras el dominio C2 de las PLC- es capaz de unir 
hasta cuatro moléculas de calcio (Grobler y Hurley, 1998) y promover la 
formación de un complejo ternario PLC-fosfatidilserina-Ca2+ que promueve la 
translocación de la enzima a la membrana (Lomasney y cols., 1999); este mismo 
dominio C2 permite la interacción de las PLC-   con las subunidades q de las 
proteínas G, confiriendo a esta familia la capacidad de ser activadas por 
receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G (Park y cols., 1993; Wu y 
cols., 1993). Además, el extremo carboxilo terminal de las  PLC-  presenta  un 
dominio adicional PDZ (fig. I. 6) que les permite interaccionar con los 
receptores acoplados a proteínas G (Rhee, 2001). Dado que, las recientemente 
descritas PLC- también poseen este dominio PDZ y, en general, una estructura 
muy similar a la de la familia es probable que compartan con éstas 
características funcionales. En este sentido,  se  sabe que ambas familias son 
activadas por subunidades G  (Smrcka y Sternweis, 1993; Park y cols., 1993; 
Lee y cols., 1994; Zhou y cols., 2005), probablemente debido a la interacción de 
dichas subunidades con los dominios PH e Y de las enzimas (Sankaran y cols., 
1998; Wang y cols., 2000). No obstante, no sólo las PLC de las familias y son 
susceptibles de modulación por las subunidades G . Así, aunque la forma 
principal de activación de las PLC-  es la unión de RasGTP al dominio Ras (RA) 
y posterior transformación en RasGDP en el dominio de intercambio de 
nucleótidos de guanina (RasGEF) (fig I. 6), su acción también es potenciada por 
la interacción con por subunidades G  (Wing y cols., 2001). Por tanto, al menos 
tres isoformas distintas de PLC pueden ser activadas por receptores 
metabotrópicos acoplados a proteínas G como son, por ejemplo, los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo I (Nicoletti y cols., 1986a; Manzoni y 
cols. 1990; Schoepp y cols., 1990; Houamed y cols., 1991; Masu y cols., 1991; 
Aramori y Nakanishi, 1992; Pin y cols., 1992; Pickering y cols., 1993; Ferraguti y 
cols., 1994; Hermans y cols., 1998).  
Las fosfolipasas C de la familia  poseen dominios homólogos a la 
proteína Src SH2 y SH3 (fig. I. 6) que les confieren la capacidad de activación 
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mediante su fosforilación por receptores tirosina kinasa como son  los 
receptores de factores de crecimiento (Rhee, 2001).  
Las distintas familias de PLC muestran diferencias en la sensibilidad 
al calcio intracelular, si bien todas las isoformas de PLC requieren calcio para su 
activación, ya que éste se va a unir en el centro catalítico de las enzimas,  son las 
isoformas , y  las más sensibles a este catión, de este modo, podrían 
activarse a niveles de calcio citosólicos basales (Allen y cols., 1997; Saunders y 
cols., 2002; Hwuang y cols., 2005). Esto podría deberse a diferencias en los otros 
dominios reguladores, así, como ya se ha comentado, mientras el dominio C2 de 
las PLC- puede unir hasta cuatro cationes de calcio (Grobler y Hurley, 1998), el 
mismo dominio de las PLC-  no se comporta de la misma manera (Wang y 
cols., 1999). Las fosfolipasas  carecen del dominio PH (fig.I. 6) y, por tanto, sólo 
podrían interaccionar con los fosfolípidos de membrana mediante el dominio 
C2 de unón a calcio, como tampoco parece que se activen por proteínas G  y, 
además, carecen de dominios tirosina quinasa, parece que el calcio es su 
principal fuente de activación, lo que explicaría su gran sensibilidad a las 
variaciones de calcio intracelular (Kouchi y cols., 2004). 
 
 
3.2. PKC. 
 
La proteína quinasa C constituye una familia de quinasas de serina y 
treonina que dependen de calcio y fosfolípidos. Un activador fisiológico de esta 
quinasa es el diacilglicerol (DAG), generado por la hidrólisis de 
fosfatidilinositoles estimulada por fosfolipasa C o por la hidrólisis de 
fosfatidilcolina inducida por fosfolipasa D. Se han descrito diez isoenzimas que 
se dividen en tres clases en función de su estructura. El primer grupo lo 
constituyen las isoformas clásicas o convencionales ( , , I y II), que requieren 
calcio, DAG, fosfatidilserina, lisofosfatidilserina o ácidos grasos insaturados 
para su activación. El segundo grupo ó isoformas nuevas (δ, , /L, ) no 
necesitan calcio para su activación, pero sí fosfatidilserina y DAG. Por último, 
las isoformas atípicas (ζ, / ) requieren únicamente fosfatidilserina para 
activarse, aunque la subespecie ζ se activa también por ácidos grasos (Newton, 
2001).  
La proteína quinasa C se encuentra a altas concentraciones en el 
SNC, donde lleva a cabo importantes funciones en el desarrollo y en los 
fenómenos de plasticidad sináptica (Tanaka y Nishizuka, 1994). La potenciación 
de la transmisión por PKC se ha descrito en numerosas preparaciones 
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neuronales, como rodajas de tejido cerebral (Malenka y cols., 1986; Honda y 
cols., 2000; Francis y cols., 2002), sinaptosomas (Nichols y cols., 1987; Coffey y 
cols., 1993) y cultivos de neuronas (Capogna y cols., 1995; Kudoh y cols., 2001).  
Uno de los mecanismos de acción propuestos para la facilitación por 
PKC conlleva el alargamiento de los potenciales de acción debido a la 
fosforilación de los canales de potasio y a la reducción de la corriente de salida 
de este ión (Gerber y cols., 1989; Barrie y cols., 1991; Herrero y cols., 1992 a; 
Coffey y cols., 1994). Esta acción de PKC sobre las corrientes de potasio 
supondría un alargamiento del potencial de acción y, por tanto, de la entrada de 
Ca2+ y de la liberación de neurotransmisor (Barrie y cols., 1991; Stea y cols., 
1995; Hamid y cols., 1999). 
Por otro lado, la fosforilación  de la subunidad 1 de los canales de 
calcio dependientes de voltaje interfiere con la inhibición de los canales por las 
subunidades  de las proteinas G (Swartz y cols., 1993; Zamponi y cols., 1997; 
Herlitze y cols., 2001) de las proteínas de la maquinaria exocitótica (Jarvis y 
Zamponi, 2001; Yokoyama y cols., 2005). Ahora bien, dado que la facilitación de 
la corriente de calcio persiste en presencia de la toxina pertúsica parece que 
PKC afecta también de forma directa a  las propiedades intrínsecas del canal de 
Ca2+ de manera independiente de proteínas G (Yang y Tsien, 1993; Stea y cols., 
1995).  
La activación de PKC con ésteres de forbol aumenta el número de 
vesículas dispuestas para ser liberadas (RRP, del inglés ready releasable pool) 
(Ghirardi y cols., 1992; Gillis y cols., 1996; Smith y cols., 1998; Silinsky y cols., 
2003) y también mejora el acoplamiento entre calcio y exocitosis (Korogod y 
cols., 2007). Las proteínas sinápticas SNAP-25 (Kataoka y cols., 2000; Nagy y 
cols., 2002; Houelan y cols., 2007) y Munc18 (de Vries y cols., 2000; Barclay y 
cols., 2003; Craig y cols., 2003; Nili y cols., 2006) son fosforiladas por PKC. La 
fosforilación de Munc 18 favorece su disociación de sintaxina I permitiendo la 
formación del complejo SNARE (sintaxina, SNAP-25 y VAMP/sinaptobrevina) 
(Dulubova y cols., 1999; Verhage y cols., 2000, Misura y cols., 2000; de Vries y 
cols., 2000; Barclay y cols., 2003; Craig y cols., 2003; Nili y cols., 2006) y la 
hemifusión de la vesícula que quedaría así prepara para ser liberada. 
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3.3. Proteínas Munc 13. 
 
Aparte de activar de PKC, los ésteres de forbol también potencian la 
transmisión sináptica mediante la activación de proteínas no quinasas (pero que 
poseen un dominio C1 de unión a diacilglicerol) como la familia de proteínas 
munc 13 (Rhee y cols., 2002; Wierda y cols., 2007; Lou y cols., 2008). Las 
proteínas munc 13 constituyen las formas homólogas en mamífero de la 
proteína Unc-13 de Caenorhabditis elegans. Se conocen tres isoformas distintas: 
Munc 13-1, Munc 13-2, denominada también bMunc 13-2 para diferenciarla de 
su variante de procesamiento alternativo ubMunc13-2, y Munc 13-3 (Augustin y 
cols., 1999; Betz y cols., 2001).  
 
-Patrón de expresión y localización subcelular:  
 
Aunque, a nivel subcelular, todas las isoformas de Munc 13 se localizan 
exclusivamente en la zona activa presináptica (Augustin y cols., 1999) y sólo se 
expresan en el cerebro [excepto ubmunc 13-2, que se encuentra también en otros 
tejidos (Betz y cols., 2001)] su patrón de expresión cerebral es diferente según la 
isoforma. De este modo, Munc 13-1 se expresa a lo largo de todo el cerebro 
(bulbo olfatorio, estriado, corteza cerebral, hipocampo y cerebelo), sin embargo, 
Munc 13-2 y Munc 13-3 presentan patrones de expresión complementarios; así, 
mientras que Munc 13-2 se expresa preferentemente en las regiones rostrales 
(bulbo olfatorio, corteza cerebral e hipocampo),  Munc 13-3 queda restringida a 
las regiones caudales (cerebelo, tronco cerebral y núcleos pontinos) Por tanto, 
en las regiones rostrales Munc 13-1 se coexpresa con Munc 13-2 mientras que, 
en las regiones caudales, existe un solapamiento entre los patrones de Munc 13-
1 y Munc 13-3 (Augustin y cols., 1999) (fig. I. 7). También existe una isoforma de 
Munc, denominada Munc 13-4, expresada en linfocitos T, que participa en la 
exocitosis de los gránulos citolíticos  (Feldmann y cols., 2003). 
Atendiendo a su localización subcelular, si bien las proteínas Munc 
13 no presentan ninguna región transmembrana, sí están fuertemente asociadas 
a la fracción de membrana (Brose y cols., 1995) mediante su interacción con las 
proteínas que integran la red de la zona activa presináptica, como son las 
proteínas de la familia CAST (proteínas estructurales asociadas a la citomatriz 
de la zona activa) , la proteína de interacción con Rab3A (RIM) o la proteína 
Basoon (Betz y cols., 2001; Deguchi-Tawarada y cols., 2004; Wang y cols., 2002; 
Ohtsuka y cols., 2002; Takao-Rikitsu y cols., 2004; Andrews-Zwilling y cols., 
2006). Además, la activación de estas proteínas mediante la unión de 
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diacilglicerol provoca su translocación a la membrana plasmática (Betz y cols., 
1998) donde interaccionan con sintaxina, activando así la formación del 
complejo SNARE (complejo receptor soluble de proteína de unión sensible a N-
etilmaleimida) necesario para la preparación de las  vesículas sinápticas para la 
exocitosis (Betz y cols., 1997, 1998 y 2001; Varoqueaux y cols., 2002; Rhee y cols., 
2002; Basu y cols., 2007).  
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Figura I. 7. Patrón de expresión de las proteínas Munc en el cerebro de rata.   
 (A-C) Imágenes correspondientes a los negativos de una película de rayos X que muestran la 
distribución de los ARN mensajeros de las tres isoformas exclusivamente cerebrales de Munc [Munc 
13-1 (A), Munc 13-2 (B) y Munc 13-3 (C)] y en las que se puede apreciar los patrones de expresión 
complemetarios de Munc 13-2  [regiones rostrales del cerebro: bulbo olfatorio (OB), corteza cerebral 
(Co) y región CA del hipocampo (Hi)] y de Munc 13-3 [regiones caudales del cerebro: giro dentado del 
hipocampo (Hi), colículos superior e inferior (SC e IC), cerebelo (Ce), bulbo raquídeo (Mo) y núcleos 
pontinos (Po)]. Estos dos patrones de expresión solapan con el de Munc 13-1, que presenta una 
distribución mucho más amplia. Barra de escala 3,5 mm. (Adaptado de Augustin  y cols., 1999). 
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-Estructura: 
Las proteínas Munc 13 poseen una regíon carboxilo terminal muy 
conservada en todas las isoformas constituido por un dominio de unión a calcio 
(C2c) situado en  la zona más distal, un largo dominio MUN compuesto por 
repeticiones de hélices Basu y cols., 2005), así como otro dominio de unión a 
calcio (C2B) muy próximo al sitio de unión de diacilglicerol (C1) (fig. I. 8). Sin 
embargo, la región amino terminal presenta muchas diferencias entre las 
distintas isoformas. De este modo, aunque las variantes de procesamiento 
alternativo de Munc 13-2 (bMunc 13-2 y ubMunc 13-2) poseen un dominio 
carboxilo terminal con un 100% de homología, sus extremos amino terminal son 
totalmente diferentes. En cambio, los dominios amino terminal de Munc 13-1 y 
ubMunc13-2 presentan una homología del 52% pero son totalmente diferentes 
al resto de las isoformas (bMunc13-2 y Munc 13-3) (Betz y cols., 2001). No 
obstante,  parece que todas ellas presentan un dominio de interacción con 
calmodulina, así como un tercer dominio de unión a calcio (C2A)  (Dimova y 
cols., 2006) (fig. I. 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 8. Estructura de las proteínas de Munc 13.   
El esquema respresenta las estructura de las diferentes isoformas de Munc 13. Las proteínas Munc 13 
poseen una región carboxilo terminal muy conservada en todas las isoformas compuesta por dos 
dominios de unión a calcio (C2B y C2c) separados por un largo dominio MUN formado por 
repeticiones de hélices . Esta reregión también contiene el sitio de unión del diacilglicerol (C1). Las 
variantes de procesamiento alternativo de Munc 13-2 (ubMunc 13-2 y bMunc 13-2) poseen una región 
carboxilo terminal idéntica pero diferentes regiones amino terminal. Las regiones amino terminal de 
las isoformas Munc 13-1 y ubMunc 13-2 son muy parecidos y sus dominios de unión a calcio (C2A) y a 
calmodulina (CaM) están muy bien descritos. En cambio, los dominios C2A y CaM de bMunc 13-2 y 
Munc 13-3 no están bien establecidos, no obstante, estas proteínas también son capaces de 
interaccionar  con calmodulina y parece que también poseen un tercer dominio de unión a calcio 
(C2A) (Betz y cols., 2001; Basu y cols., 2005; Dimova y cols., 2006). 
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El trabajo de Basu y colaboradores de 2005 puso de manifiesto que el 
extenso dominio MUN es el dominio mínimo de las proteínas Munc 13 capaz 
adoptar una estructura terciaria eficiente para desarrollar la función de 
preparación  de las vesículas sinápticas para la fusión. Así, la sobreexpresión de 
dicho dominio fue capaz de reestablecer un 50% de la transmisión sináptica 
(comparada con las células donde se sobreexpresó la proteína Munc 13-1 
completa)  en cultivos celulares de ratones que carecían de Munc 13-1 y Munc 
13-2. Sin embargo, este trabajo también puso de manifiesto que el 50 % de la 
transmisión sináptica restante requiere la participación de los dominios 
reguladores de unión a calcio, calmodulina y diacilglicerol. Esto está de acuerdo 
con el hecho de que los ratones que presentan una mutación en el dominio C1 
de Munc 13-1 que impide la unión de diacilglicerol mueran a las 2 horas de su 
nacimiento, al igual que ocurre con los ratones que carecen de la proteína 
completa (Rhee y cols., 2002; Varoqueaux y cols., 2002).  
  En un principio, a partir de los estudios funcionales en C. elegans 
(Richmond y cols., 2001) y   de los experimentos de interacción proteína-
proteína (Betz y cols., 1997), se elaboró un modelo en el cual dos fragmentos 
pequeños situados en el dominio MUN (MH1 y MH2) eran suficientes para 
interaccionar con sintaxina, favoreciendo la conformación abierta de esta 
proteína y el consiguiente ensamblaje del complejo SNARE (unión entre las 
proteínas de membrana SNAP 25 y sintaxina y la proteína vesicular 
sinaptobrevina que induce la hemifusión de las membranas vesicular y 
plasmática) necesario para la exocitosis de neurotransmisores (Brose y cols., 
2000) (fig. I. 9). Sin embargo, el trabajo de Basu y colaboradores de 2005 
demostró que el dominio mínimo de Munc 13-1 necesario para la preparación y 
exocitosis de las vesículas sinápticas era un dominio mucho más extenso que los 
dominios MH1 y MH2 y que, además, no era capaz de interaccionar con 
sintaxina. Por tanto, o el modelo funcional anterior está equivocado o la unión 
de sintaxina requiere la participación de los dominios reguladores de Munc 13.  
 
 
 
 
    
 
 
 
 
                      Introducción      
 
                                                                                                              
 66 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 Por tanto, parece que los dominios reguladores de las proteínas 
Munc 13 también participan en el proceso preparación de las vesículas 
sinápticas para la fusión y, concretamente, son absolutamente imprescindibles 
para los procesos de plasticidad sináptica mediados por estas proteínas. De este 
modo, el dominio de unión de diacilglicerol, necesario para la translocación a 
membrana de estas proteínas, también es responsable de la potenciación 
sináptica inducida por los ésteres de forbol (Betz y cols., 1997, 1998 y 2001; 
Varoqueaux y cols., 2002; Rhee y cols., 2002; Basu y cols., 2007). Por tanto, 
parece probable que las proteínas munc 13 estén implicadas en la potenciación 
de la liberación inducida por la activación de fosfolipasa C que median algunos 
receptores metabotrópicos.  
Por su parte, el dominio de unión a calcio C2B, también es capaz de 
unirse a membranas plasmáticas enriquecidas en fosfatidilinositolfosfato y 
fosfotidilinositolbifosfato (PIP y PIP2), siendo esta propiedad necesaria para la 
Figura I. 9. Modelo propuesto para la preparación por Munc 13-1 de las vesículas sinápticas para su 
exocitosis.   
(A) La proteína Munc 18 estabilizaría la conformación cerrada de sintaxina, impidiendo la formación 
del complejo SNARE. (B) La fosforilación de Munc 18 por PKC dejaría libre a la sintaxina (Wierda  y 
cols., 2007) y la unión de Munc 13-1 estabilizaría la conformación abierta de esta proteína. (C) Esto  
posibilitaría la formación del complejo SNARE y la hemifusión de las vesículas plasmática y vesicular. 
De este modo, la vesícula sináptica estaría lista para ser liberada. (Adaptado de Brose y cols., 2000). 
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plasticidad sináptica a corto plazo; así,  mientras las mutaciones que impiden la 
unión  del dominio C2B a los fosfolípidos de membrana no afectan a la 
transmisión sináptica, sí suprimen la potenciación a corto plazo inducida por 
estimulaciones repetidas (Shin y cols., 2010). 
Si bien todas las proteínas Munc pueden unirse a calmodulina de 
foma dependiente de calcio (Dimova  y cols., 2006), sólo el dominio de unión a 
calmodulina de las isoformas Munc 13-1 y ubMunc 13-2, muy conservado 
evolutivamente, ha sido bien descrito (Dimova y cols., 2009; Rodríguez-
Castañeda y cols., 2009). Dicho dominio está constituido por dos módulos 
independientes conectados por segmentos flexibles. Esta arquitectura modular 
le permite la formación escalonada de un intermediario Munc 13/calmodulina-
2Ca2+,  fruto de la interacción de uno de los módulos del dominio de Munc 13 
con la calmodulina unida a 2 moléculas de calcio, así como del complejo Munc 
13/calmodulina-4Ca2+, en el que ambos módulos del dominio de Munc 13 están 
unidos a la calmodulina, que presenta sus cuatro 4 sitios de unión a Ca2+ 
ocupados (Rodríguez-Castañeda y cols., 2009). Estos dos estados pueden 
interconvertirse rápidamente en función de la concentración de calcio citosólica, 
confiriendo al complejo Munc 13/calmodulina la capacidad de actuar como un 
sensor de calcio muy eficiente. Esto coincide con los experimentos realizados en 
neuronas de hipocampo en cultivo, en los que la mutación del dominio de 
unión a calmodulina de Munc 13-1 y ubMunc 13-3 suprimió la potenciación de 
la liberación a corto plazo inducida tras una estimulación repetida, y por tanto, 
posiblemente causada por el incremento del calcio citosólico residual (Junge y 
cols., 2004). 
Los efectos de la activación de cada uno de estos dominios 
reguladores (dominios de unión a calcio, diacilglicerol y calmodulina) van a 
integrarse para modular la función de las proteínas Munc 13. Así, por ejemplo, 
las mutaciones que incrementan la capacidad para unirse a los fosfolípidos  de 
membrana del dominio C2B  ocluyen la potenciación de la liberación inducida 
por los ésteres de forbol (Shin y cols., 2010).  
Por último, el extremo amino terminal de las isoformas Munc 13-1 y 
ubMunc 13-2 también interacciona con la proteína de la zona activa RIM 1 
(proteína de interacción con Rab 3A (Betz y cols., 2001). Parece que esta 
interacción es imprescindible para la función de cebado de vesículas  así como 
para el reclutamiento de estas proteínas en la zona activa (Betz y cols., 2001; 
Andrews-Zwilling y cols., 2006). 
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-Función:  
La función principal de las proteínas Munc 13 es la preparación de 
vesículas las sinápticas para la fusión, mediante la activación del complejo 
SNARE. De este modo, las vesículas sinápticas van a quedar hemifusionadas a 
la membrana plasmática y dispuestas para ser liberadas en el momento en el 
que un  potencial de acción llegue a la presinapsis. Dicho potencial de acción 
abrirá  los canales de calcio dependientes de voltaje, incrementando la 
concentración citosólica de calcio, incremento que activa los sensores de calcio y 
finalmente, dispara la exocitosis de neurotransmisores. Así, la pérdida de las 
proteínas Munc 13-1 y Munc 13-2 provoca la supresión total de de la 
trasnmisión sináptica, tanto espontánea como inducida (Varoqueaux y cols., 
2002). Además, las proteínas Munc 13 participan en los procesos de plasticidad 
sináptica como son la facilitación de la liberación de neurotransmisores 
inducida por ésteres de forbol (Rhee y cols., 2002) o por estimulación repetida 
(Rosenmund y cols., 2002), ya sea mediante el incremento de la población de 
vesículas competentes para la liberación o por el incremento de la sensibilidad 
al Ca2+ de la fusión de éstas vesículas ya preparadas (Basu y cols., 2007).  
Aunque todos los dominios reguladores de las proteínas Munc 13 
modulan su actividad, la activación del dominio de unión de diacilglicerol es 
absolutamente imprescindible para su función, como demuestra el hecho de 
que los ratones que poseen una proteína Munc 13-1 que carece de dicho 
dominio mueran a las pocas horas de nacer (Rhee y cols., 2002; Varoqueaux y 
cols., 2002). Una de las fuentes principales de diacilglicerol es la hidrólisis de 
fosfoinosítidos mediada por fosfolipasa C. Por tanto, parece que la activación 
de esta enzima es necesaria para la función de Munc 13. Si bien la PLC puede 
activarse por el incremento de calcio intracelular asociado a la actividad 
sináptica, también puede ser activada por receptores metabotrópicos acoplados 
a proteínas G (Rebecchi y Pentyala, 2000). En este sentido, se ha descrito que 
receptores de histamina H1 potencian la exocitosis  de neurotransmisores 
mediante una vía de señalización que implica la activación de PLC por 
proteínas Gq y que es dependiente de Munc 13-1 (Bauer y cols., 2007).  
Atendiendo a las diferencias funcionales entre las distintas 
isoformas, se ha observado que las sinapsis donde la liberación de 
neurotransmisores  está controlada exclusivamente por la isoforma Munc 13-1 
tienden a experimentar un fenómeno de depresión durante una estimulación 
repetida mientras que aquellas sinapsis dependientes de Munc 13-2 
experimentan una potenciación de la transmisión sináptica en estas mismas 
condiciones. No obstante, ambos tipos de sinapsis conservan la potenciación 
inducida por ésteres de forbol (Rosenmund y cols., 2002). En este sentido, se ha 
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descrito que las diferentes propiedades de las isoformas de Munc 13 podrían 
determinar las propiedades funcionales de una sinapsis en función de la/las 
isoformas que exprese (Breustedt y cols., 2010).  
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1.-  Conocer la posible inhibición por mGluR7 de la actividad de los canales de 
Ca2+ de tipo P/Q en terminaciones sinápticas y definir su mecanismo de 
señalización, así como su repercusión en la liberación de glutamato.  
 
 
2.-  Estudiar la posible asociación entre el subtipo de canal de calcio expresado 
en el botón sináptico y la oclusión de las respuestas inhibidoras de los 
receptores mGlu7, adenosina A1, y GABAB.  
 
 
3.-  Conocer las diferencias en las propiedades de liberación de glutamato de las 
terminaciones sinápticas que expresan canales de Ca2+ de tipo N y las 
terminaciones sinápticas que expresan canales de Ca2+ de tipo P/Q. 
 
 
4.- Determinar la capacidad de mGluR7 para potenciar la liberación de 
glutamato y definir el mecanismo de señalización de esta respuesta.  
 
 
5.-  Determinar si las respuestas potenciadoras de la liberación inducidas por 
mGluR7 y por ésteres de forbol comparten el mismo mecanismo de 
señalización. 
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1. Materiales. 
 
1.1. Animales. 
 
Las preparaciones de terminales sinápticos (sinaptosomas) se 
obtuvieron a partir de ratas (Rattus norvegicus)  Wistar macho adultas (2-3 
meses, 150-200 gramos de peso), suministradas por los animalarios de las 
Facultades de Medicina tanto de la Universidad Autónoma como de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
En lo que respecta a los ratones, el doctor Yasuo Mori del 
Departamento de Fisiología del Instituto Nacional de las Ciencias Fisiológicas 
de Myodaiji (Okazaki, Japón), nos cedió parejas de ratones heterocigotos para el 
gen inactivado de la subunidad 1B  de los canales de calcio de tipo N (ratones 
+/-), los ratones carentes de esta subunidad fueron generados por Ino y cols. en 
el 2001 a partir de ratones (Mus musculus)  con un fondo genético C57BL/6. De 
este modo, mediante el cruce de estas parejas de heterocigotos, obtuvimos 
ratones homocigotos  tanto para el gen normal de la subunidad 1B  ( 1B  +/+) 
como para la deficiencia del mismo ( 1B  -/-). La edad de los ratones usados 
para nuestra preparación osciló entre 2 y 6 meses y, debido a la dificultad de la 
obtención de ratones 1B -/- en abundancia, fueron usados indistintamente 
ejemplares de ambos sexos. 
Todos los procedimientos empleados en este trabajo tanto para el 
manejo como para el sacrificio de los animales fueron llevados a cabo de 
acuerdo con las directrices de la Comisión Europea (86/609/CEE) y fueron 
aprobados por el Comité de Experimentación Animal de la Universidad 
complutense.  
 
 1.2. Reactivos, productos químicos y aparatos. 
 
1.2.1. Genotipado de los ratones. 
 
El kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System, la 
proteinasa K, la Taq polimerasa y la mezcla de nucleótidos se compraron a 
Promega Corporation (Madison, EE.UU.). 
Sigma-Genosys Ltd. (Cambridge, Reino Unido) suministró los 
cebadores NP6, NP8 y AGN2. 
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Para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se usó un 
termociclador modelo Mastercycler personal de Eppendorf (San Sebastián de 
los Reyes, Madrid, España). 
La agarosa D-2 se compró a Laboratorios Conda (Madrid, España). 
Para la tinción del gel de electroforesis se usó SYBR Safe (Invitrogen, 
San Diego, California, EE.UU.). 
Real Durviz S. L. (Paterna, Valencia, España) suministró el marcador 
de peso molecular (rango 100-1250 pares de bases).  
La electroforesis en geles de agarosa se realizó empleando el sistema 
Hoefer miniVe alimentado con una fuente modelo EPS 601 de Amersham 
Pharmacia (GE Healthcare, Reino Unido). 
Para la toma de imágenes de los geles se empleó un analizador de 
imágenes Fluor S Multimager de Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hércules, 
California, EE.UU.). 
  
1.2.2. Obtención de los sinaptosomas. 
 
La sacarosa  fue suministrada por VWR International Ltd. Pool 
(Reino Unido).  
De la casa Merck (Darmstadt, Alemania) se obtuvieron   el ácido 
etilendiaminotetra-acético (EDTA . 2H2O), el cloruro sódico, el cloruro potásico,  
el bicarbonato sódico, el dihidrógeno fosfato de sodio monohidratado, el 
cloruro magnésico hexahidratado, el hidróxido sódico,  la D(+)glucosa y el 
ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetil sulfónico (HEPES). 
Sigma-Aldrich (San Luis, E.E.U.U.) suministró el ditiotreitol (DL-
DTT). 
El percoll se compró a  la empresa GE Healthcare (Reino Unido).  
Para la homogeneización del tejido cerebral se utilizó un 
homogeneizador modelo Potter S suministrado por B. Braun (Melsungen, 
Alemania). 
La formación de los gradientes de Percoll se llevó a cabo mediante la 
bomba peristáltica modelo PumpDrive 5201 de Heidolph (Kelheim, Alemania). 
Las centrifugaciones se realizaron con la centrífuga preparativa 
refrigerada Sorvall modelo RC-5B con rotores Sorvall SS-34 y SM-24 (Thermo 
Scientific, Massachusetts, EE. UU.).  
Para la retirada del sobrenadante se utilizó la bomba de succión 
Aspirator A-3S de Eyela (California, EE.UU.). 
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1.2.3. Determinación de proteínas. 
 
1.2.3.1. Método de Biuret. 
 
La albúmina de suero bovino (BSA) fue suministrada por Sigma-
Aldrich (San Luis, EE.UU.). 
El tartrato de sodio y potasio se compró a Panreac (Barcelona, 
España). 
Merck (Darmstadt, Alemania) proporcionó Triton X-100 y sulfato de 
cobre pentahidratado. 
 
1.2.3.2. Método de Bradford. 
 
El kit comercial Bio-Rad Protein Assay  se compró a Bio-Rad 
Laboratories, Inc. (Hércules, California, EE.UU.). 
Las medidas de absorbancia en ambos métodos de determinación de 
proteínas  se realizaron mediante un espectrofotómetro Pharmacia Ultrospec III 
suministrado por Pegasus Scientific Inc. (Rockville, Maryland, EE. UU.). 
 
1.2.4. Determinación de la liberación de glutamato. 
 
La albúmina de suero bovino (BSA) libre de ácidos grasos, la enzima 
glutamato deshidrogenasa (E. C.  1.4.1.3.) y los compuestos NADP+, 4-
aminopiridina (4-AP), ácido etilenglicol-bis ( -amino etil éter)-N, N, N’, N’-
tetraacético (EGTA), 4- -forbol-12, 13-dibutirato (4- -PDBu), 4- -forbol-12, 13-
dibutirato (4- -PDD), toxina pertúsica (PTx), ciclohexiladenosina (CHA), L-
ácido glutámico y dimetilsulfóxido (DMSO) fueron comprados a Sigma-Aldrich 
(San Luis, EE.UU.). 
La enzima adenosina desaminasa (ADA) (E. C. 3.5.4.4.) y el inhibidor 
de proteínas quinasas estaurosporina fueron obtenidas de Roche Diagnostic S.L. 
(Barcelona). 
Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido) suministró los agonistas 
ácido L-2-amino-4-fosfonobutírico (L-AP4), dihidrocloruro de N,N’-
bis(difenilmetil)-1,2-etanodiamina (AMN 082) y ácido (R)-4-amino-3-(4-
clorofenil)butanoico (baclofén), así como los antagonistas (RS)- -ciclopropil-4-
fosfonofenilglicina (CPPG), , ester de 7(hidroximino) ciclopropa[b]cromo-1a- 
carboxilato de etil (CPCCOEt),  2-metil-6(feniletinil) piridina (MPEP) y LY-
341495. 
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De la casa Merck (Darmstadt, Alemania) se obtuvieron los siguientes 
reactivos: cloruro de calcio, cloruro de cadmio, toxina pertúsica (PTx) y los 
fármacos 1-[6-((17 -3-Metoxiestra-1, 3, 5(10)-trien-17-il)amino)hexil]-1H-pirrol-
2, 5-diona (U-73122); 1-[6-((17 -3-Metoxiestra-1, 3, 5(10)-trien-17-
il)amino)hexil]-1H-pirrolidin-2, 5-diona (U-73343); hidrocloruro de 
bisindolilmaleimide I; cloruro de calmidazolium; calfostina C; dihidrocloruro 
de N-(2-(p-Bromocinamilamino)etil]-5-isoquinolinsulfonamida (H-89); 9-
(Tetrahidro-2’-furil)adenina (SQ-22536); ionomicina y forskolina. 
La forma permeable, éster acetoximetil, del ácido 1,2 bi-(2-
aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético (BAPTA-AM) se compró a 
Invitrogen (Frederick, Maryland, EE. UU.).  
Las toxinas de canales de calcio -conotoxina-GVIA y -agatoxina-
IVA fueron compradas a Peptide Institute INC. (Osaka, Japón).  
La tetrodotoxina (TTx) fue suministrada por Alomone (Jerusalén, 
Israél). 
El análogo de AMPc, isómero Sp de monofósforotioato de 8- 
bromoadenosina- 3’, 5’- cíclica (Sp-8-Br-cAMPS) se compró a Biolog (Bremen, 
Alemania). 
Tanto la determinación de la liberación de glutamato como la 
concentración de calcio intrasinaptosomal se realizaron mediante fluorímetros 
Perkin-Elmer LS-50B y LS-55 (Massachusetts, EE. UU.). El recipiente para la 
incubación de los sinaptosomas (1 hora a 37,4 ºC) se introdujo en un baño 
termostatizado Digiterm 100 de JP Selecta (Abrera, Barcelona, España) 
manteniendose una temperatura de 37,4ºC durante todo el ensayo. Este 
recipiente está situado sobre un agitador magnético Agimatic-E (JP Selecta) que 
permite la agitación contínua de la suspensión de sinaptosomas durante toda la 
incubación.  La agitación de la suspensión de sinaptosomas,  tanto en los tubos 
de incubación, como dentro de la cubeta del fluorímetro se llevó a cabo 
mediante pequeñas barras magnéticas agitadoras recubiertas de teflón 
(distribuidas por Nessler, Madrid, España). La  cubeta de ensayo también  se 
mantuvo a una temperatura constante durante todo el ensayo de 37,4 ºC 
mediante su acoplamiento a un baño termostatizado Digiterm 100 de JP Selecta 
(Abrera, Barcelona, España).  
Para los lavados de los sinaptosomas tras la incubación  se usaron 
centrífugas para tubos Eppendorf modelo Biofuge pico de Heraeus (Hanau, 
Alemania). 
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1.2.5. Inmunocitoquímica. 
 
La poli-L-lisina fue suministrada por Biochrom AG (Berlín, 
Alemania). 
Sigma-Aldrich (San Luis, EE.UU.) suministró el paraformaldehído. 
El suero normal de cabra (NGS) se compró a Vector Laboratories. 
Inc. (Burlingame, EE.UU.).  
Tanto el suero policlonal de conejo (nº de catálogo 101 002) como el 
anticuerpo monoclonal de ratón (nº de catálogo 101 011) contra el marcador 
vesicular sinaptofisina 1, así como el anticuerpo monoclonal de ratón frente a 
munc 13-1 (nº de catálogo 126 111) y los anticuerpos policlonales de conejo  
contra munc 13-1 (nº de catálogo 126 103) y contra los transportadores de 
glutamato vGluT1 (nº de catálogo 135 302) y vGluT2 (nº de catálogo 135 402)  se 
compraron a  Synaptic Systems (Göttingen, Alemania). 
El suero policlonal de cabra contra munc 13-2 (nº de catálogo sc-
13634) se compró a Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. 
UU.). 
Los anticuerpos policlonales de cobaya contra mGluR7a, mGluR4a y 
mGluR8a  así como el anticuerpo policlonal de ratón frente a mGluR7a fueron 
cedidos por el doctor Ruychi Shigemoto, del Instituto Nacional de las Ciencias 
Fisiológicas de Myodaiji (Okazaki, Japón) (Shigemoto y cols., 1997).  
El anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con el 
fluorocromo derivado de cianina Cy2 y los anticuerpos secundarios de cabra 
anti-conejo y de cabra anti-ratón conjugados con el fluorocromo Cy3  se 
compraron a Jackson (West Grove, Pensilvania, EE.UU).  
Chemicon International (Temecula, California, EE. UU.) suministró 
el anticuerpo secundario de burro anti-cobaya conjugado con el fluorocromo 
Cy3. 
Invitrogen (Frederick, Maryland, EE. UU.) suministró el kit comercial  
Prolong Antifade para el montaje  final de los cubreobjetos y los anticuerpos 
secundarios de burro anti-cabra, de cabra anti-conejo y de cabra anti-ratón 
conjugados con el fluorocromo Alexa 594; así como los anticuerpos secundarios 
de cabra anti-cobaya, de cabra anti-conejo y de cabra anti-ratón conjugados con 
el fluorocromo Alexa 488. 
Los cubreobjetos y portaobjetos se compraron a Menzel-Gläser 
(Braunschweig, Alemania). 
El tratamiento de los cubreobjetos con polilisina se realizó en una 
estufa Indigit de JP Selecta (Abrera, Barcelona, España) y el fijado de los 
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sinaptosomas en los cubreobjetos tuvo lugar sobre una placa termostatizada 
Plactronic (JP Selecta). 
Los sinaptosomas fueron visualizados mediante un microscopio 
invertido Nikon Diaphot modelo TE200 equipado con un objetivo de inmersión 
Nikon 100X  y una lámpara de mercurio de alta presión también Nikon (Tokio, 
Japón) modelo HB-10101AF. Para la adquisición de imágenes se utilizó una 
cámara CCD Hamamatsu modelo C4880 (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, 
Japón). 
 
1.2.6. Determinación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc.  
 
El inhibidor de fosfodiesterasas 3 –isobutil -1 –metilxantina (IBMX), y 
el hidrocloruro de trietanolamina fueron suministrados por Sigma-Aldrich (San 
Luis, E.E.U.U.). 
Merck (Darmstadt, Alemania) proporcionó el ácido perclórico y el 
hidróxido de potasio. 
El ensayo comercial (TRK 432) para la determinación de AMPc se 
compró a GE Healthcare (Reino Unido). 
Las determinaciones radiométricas se realizaron con un contador de 
centelleo Beckman (Beckman Instruments, E.E.U.U.) modelo LS 3801. El líquido 
de centelleo también se compró a Beckman. 
 
1.2.7. Determinación de la concentración citosólica de calcio libre 
([Ca2+]cit). 
 
La forma permeable, éster acetoximetil, de la sonda fluorescente Fura 
2 (Fura 2-AM) fue suministrada por Invitrogen (Frederick, Maryland, EE. UU.). 
Merck (Darmstadt, Alemania) suministró el dodecilsulfato sódico (SDS) y el 
Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris). 
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1.2.8. Cuantificación de segundos mensajeros mediante Transferencia 
de Energía por Resonancia de Fluorescencia (FRET). 
 
1.2.8.1. Determinación de lo acumulación intrasinaptosomal de inositol 
monofosfato (IP1). 
 
Como inhibidor de la enzima inositol monofosfatasa se usó cloruro de 
litio (Merck, Darmstadt, Alemania). 
Cisbio Bioassays (Bagnol sur-Cèze, Francia) suministró el kit 
commercial IP-One para la determinación de la acumulación de IP1. 
Para la cuantificación de la transferencia de energía por resonancia 
de fluorescencia (FRET) se usaron los de lectores de placas modelo RubyStar y 
FluoStar suministrados por BMG Labtechnologies (Offenburg, Alemania). 
 
1.2.8.2. Determinación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc. 
 
Como inhibidor de fosfodiesterasas se utilizó Ro-20-1724 
suministrado por Merck (Darmstadt, Alemania).  
CisBio Bioassays (Bagnol sur-Cèze, Francia) suministró el kit 
comercial cAMP Dynamic para la determinación de AMPc.  
 Para la cuantificación de la transferencia de energía por resonancia 
de fluorescencia (FRET) se usó un lector de placas modelo RubyStar (BMG 
Labtechnologies, Offenburg, Alemania).  
 
1.2.9. Cuantificación de la translocación de la proteína munc13-1.  
 
1.2.9.1. Aislamiento de las fracciones soluble y particulada. 
 
De ThermoScientific Inc. (RockFord, Illinois, EE.UU.) se obtuvo el kit 
comercial para la inhibición de proteasas. 
Para la agitación durante el periodo de choque hiposmótico y la 
incubación con los anticuerpos se usó el agitador Gyrotwister de Labnet 
(Madrid, España). 
Sigma Aldrich (San Luis, EE. UU.) suministró el  3-[(3-
colamidopropil)dimethilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS). 
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1.2.9.2. Determinación de la actividad lactato deshidrogenasa y 
acetilcolinesterasa de las fracciones soluble y particulada. 
  
 El yoduro de acetiltiocolina, 5,5'-ditiobis(2-ácido nitrobenzoico) 
(reactivo de Ellman), la forma reducida de nicotinamina adenina dinucleótido 
(NADH) y el piruvato sódico se compraron a Sigma Aldrich (San Luis, EE. 
UU.). 
 
1.2.9.3. Inmunotransferencia (western blotting).  
  
Sigma Aldrich (San Luis, EE. UU.) suministró polietilen glicol 
sorbitan monolaurato (Tween 20) glicerol y el anticuerpo monoclonal de ratón 
contra -tubulina (nº de catálogo T0198). 
Bio-Rad (Alcobendas, Madrid, España) suministró todo el material 
necesario para la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (PAGE-SDS): acrilamida (proporción 30% 
acrilamida/bisacrilamida),  dodecilsulfato sódico (SDS), tris(hidroximetil)-
aminometano (Tris), N,N,N,N'-tetrametilnediamina (TEMED), persufato 
amónico, azul de bromofenol, glicina, -mercaptoetanol, así como el equipo 
Mini Protean Tetrasystem empleado tanto para la electroforesis como para la 
inmunotransferencia.  
El metanol se compró a Panreac (Barcelona, España). 
Las membranas de nitrocelulosa fueron suministradas por GE 
Healthcare (Reino Unido). 
Synaptic Systems (Göttingen, Alemania) proporcionó el anticuerpo 
monoclonal de ratón frente a munc 13-1 (nº  de catálogo 126 111), así como los 
anticuerpos policlonales de conejo contra munc 13-1 (nº de catálogo 126 103) y 
contra  el transportador de glutamato VGLUT1 (135 302). 
El anticuerpo policlonal de conejo frente a subunidad 1 de la 
ATPasa de sodio/potasio (nº de catálogo 06-170) se compró a Upstate-Millipore 
(Molshein, Francia). 
Tanto el tampón de bloqueo como los anticuerpos secundarios de 
cabra anti-ratón y anti-conejo conjugados con las sondas infrarrojas de 680 nm y  
800 nm respectivamente se compraron a Rockland Immunocitochemicals 
(Gilbertsville, Pensilvania, EE. UU.).  
La visualización, adquisición de imágenes y cuantificación de las 
bandas inmunorreactivas se llevaron a cabo mediante el sistema Odyssey (LI-
COR, Lincoln, Nebraska, EE. UU.). 
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1.2.10. Experimentos de coinmunoprecipitación. 
 
La homogeneización de los sinaptosomas se realizó mediante el 
homogeneizador modelo VDI 12 (VWR International, Barcelona, España). 
De Sigma-Aldrich (San Luis, EE. UU.) se obtuvieron el desoxicolato 
sódico y las esferas de proteína A agarosa.  
El doctor Ruychi Shigemoto, del Instituto Nacional de las Ciencias 
Fisiológicas de Myodaiji (Okazaki, Japón) (Shigemoto y cols., 1997) facilitó el 
suero  policlonal de conejo frente a mGluR7a. 
Tanto el kit comercial Re-Blot Plus Strong, para liberar la membrana 
de anticuerpos, como el suero policlonal de conejo frente a mGluR7 (nº de 
catálogo 07-239)  se compraron a  Millipore (Molshein, Francia). 
Los anticuerpos monoclonales de ratón (nº de catálogo 126 111) y 
policlonales de conejo contra munc 13-1 (nº de catálogo 126 103) se compraron a 
Synaptic Systems (Göttingen, Alemania). 
Los sueros no inmunizados de conejo y de ratón se compraron a 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU.). 
El kit comercial TrueBlot que contiene tanto el esferas de 
inmunoprecipitación como el  anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con 
peroxidasa de rábano (HRP) se compró a la casa eBioscience (San Diego, 
California, EE. UU.). 
La membranas de difluoruro de polivideno (PVDF) fueron 
proporcionadas por GE Healthcare (Reino Unido). 
Las bandas inmunorreactivas fueron detectadas por el método de 
Pierce mediante el kit Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate de    
ThermoScientific Inc. (RockFord, Illinois, EE.UU.) y la adquisición de imágenes 
se llevó a cabo mediante el sistema de imagen  LAS-3000 (Fujifilm Life Science, 
Woodbridge, Connecticut, EE. UU.). 
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2. Métodos.  
 
2.1. Genotipado de los ratones. 
 
El genotipado de los ratones se hizo a partir de fragmentos de 0,5-2 
cm. del extremo de la cola de los que se purificó el ADN mediante un kit 
comercial (Wizard SV Genomic DNA Purification System). 
La secuencia del gen de la subunidad 1B se amplificó mediante la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con los 
oligonucleótidos cebadores NP6 (5′-
TGGCACCTTATGCCTTGCACGGTGCCTGCG-3′), NP8 (5′-
GGTCGAGATGGCTTGCGGGACCCGTTGGGA-3′) y AGN2 (5′-
GCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAAT-3′) correspondientes a la 
secuencias de nucleótidos del bucle que une las regiones transmembrana II y III 
de la subunidad 1B  y al promotor de fosfoglicerol quinasa unido al gen de 
resistencia a neomicina (insertados en el gen normal de la subunidad 1B  para 
inactivar de este modo su transcripción) (Ino y cols., 2001). Esta reacción se 
realizó en un termociclador  tal y como se describe en el siguiente esquema: 
 
                              
 
 
         
 
 
Este ADN amplificado fue sometido a electroforesis en un gel de 
agarosa a 2%; que  fue teñido con  SYBR Safe y visualizado mediante un 
analizador de imágenes Fluor S de Bio-Rad. 
 
Activación 
      1 min, 94 ºC desnaturalización 
      1 min, 62ºC        hibridación 
      1 min, 72ºC        elongación 
   Elongación 
5 min., 94ºC 30 ciclos 7 min., 72ºC 
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2.2. El sinaptosoma como modelo de presinapsis in vitro. 
 
En el estudio de los mecanismos presinápticos de la transmisión 
glutamatérgica se han utilizado diferentes preparaciones, como rodajas de 
tejido cerebral, neuronas en cultivo, oocitos de Xenopus o líneas celulares 
transfectadas, sinaptoneurosomas y sinaptosomas. Cada una de estas 
preparaciones presenta ventajas e inconvenientes, y la elección de una u otra 
debe realizarse en función del aspecto que se desee estudiar. 
La expresión de receptores recombinantes en líneas celulares 
constituye un buen modelo para analizar aspectos funcionales e identificar las 
respuestas asociadas a la activación de un determinado receptor. Asimismo, 
posibilitan el estudio de la relación estructura-función, permitiendo por ejemplo 
el análisis de los efectos de la pérdida de una secuencia del receptor o la 
identificación de residuos clave en su funcionalidad. Sin embargo, estos 
sistemas podrían carecer de alguno de los elementos de las vías de transducción 
de los sistemas nativos, por lo que su utilidad en determinados estudios es 
limitada.  
Las rodajas de tejido cerebral, por su parte, presentan la ventaja de 
que pueden ser estimulados eléctricamente en sinapsis localizadas. Sin 
Figura III.1. Análisis del genotipo de los ratones. 
Imagen de un gel de agarosa tras la electroforesis de las muestras de ADN amplificadas por PCR de 
ratones 1B (+/+), 1B (+/-) y 1B (-/-). Se pueden observar dos bandas de distinto tamaño en los 
animales heterocigotos; siendo la más grande (600 pares de bases) la correspondiente al gen de 1B con 
el inserto ya mencionado y la más pequeña (500 pares de bases) la que corresponde al gen sin 
modificar. Observándose sólo la banda más de mayor tamaño en el ADN de animales homocigotos 
para el gen inactivado de la subunidad 1B y sólo la banda de 500 p. b. en los ratones de tipo silvestre 
(wild type). 
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embargo, salvo en algunos tipos de sinapsis concretas, como es el caso del cáliz 
de Held (Borst y cols., 1995; Takahashi y cols., 1996), o de las células bipolares 
de la retina del pez dorado (Tachibana y Okada, 1991), en las que el gran 
tamaño del elemento presináptico permite la estimulación de una única 
terminación nerviosa, las respuestas registradas en la célula postsináptica son el 
resultado de la estimulación de numerosas terminaciones sinápticas, no 
permitiendo el análisis de respuestas individuales. 
 El término sinaptosoma hace referencia a los botones presinápticos 
obtenidos tras el resellado espontáneo de la membrana plasmática durante la 
homogeneización del tejido cerebral. Frente a los sinaptoneurosomas, que 
conservan las membranas postsinápticas reselladas, los sinaptosomas son un 
modelo útil para la investigación de fenómenos presinápticos, ya que las 
interferencias postsinápticas quedan minimizadas, permitiendo el análisis de 
los efectos y vías de transducción de señales que median los distintos receptores 
presinápticos. Además, los sinaptosomas exhiben una alta capacidad de 
transporte de glutamato, manteniendo una concentración de glutamato 
extracelular relativamente baja y cercana a los valores fisiológicos (1 M) 
(Lerma y cols., 1986), lo que limita considerablemente la posibilidad de 
desensibilización de los receptores. 
 Una de las ventajas de la preparación de sinaptosomas es que 
posibilita el análisis de respuestas individuales mediante técnicas de imagen de 
Ca2+, permitiendo, por ejemplo, estudiar la distribución de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje en terminaciones individuales (Millán y cols., 2002b),  
determinar el porcentaje de botones sinápticos que presentan un determinado 
receptor (Millán y cols., 2002a),   así como, analizar diversas respuestas en un 
mismo botón individual para conocer la subpoblación de terminaciones 
sinápticas en las que coexisten un tipo de canal de Ca2+ y un receptor 
determinado (Millán y cols., 2003; Godino y cols., 2007) o analizar la 
coexistencia de varios receptores en un mismo botón (Ladera y cols., 2007).  
 El sinaptosoma in situ puede operar de forma autónoma, salvo en 
lo que se refiere al recambio de proteínas y componentes de la membrana, 
representando el sistema más sencillo capaz de llevar a cabo la captación, 
síntesis, almacenamiento y exocitosis de neurotransmisores (Nicholls, 1989). Al 
microscopio electrónico los sinaptosomas aparecen como sacos citoplásmicos 
esféricos, de un diámetro de entre 0,5 y 1,5 m, conteniendo una o más 
mitocondrias y gran cantidad de vesículas sinápticas pequeñas, de en torno a 50 
nm de diámetro, junto con ocasionales vesículas grandes de núcleo denso 
(Dunkley y cols., 1986) (fig. III. 2). 
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Los sinaptosomas son autónomos desde el punto de vista 
bioenergético, y poseen la dotación enzimática y proteica necesaria para llevar a 
cabo la síntesis de neurotransmisores y su almacenamiento en vesículas. 
Cuando se incuban en un medio rico en iones Na+ (120 mM) y bajo en iones K+ 
(3,5 mM), y con un aporte complementario de glucosa (10 mM), los 
sinaptosomas respiran activamente, manteniendo una producción elevada de 
ATP y fosfocreatina y una velocidad constante de respiración durante varias 
horas (Kauppinen y Nicholls, 1986). Los sinaptosomas contienen mitocondrias 
funcionales, estando la síntesis de ATP restringida a la glucólisis aeróbica. 
Cuando la síntesis mitocondrial de ATP es inhibida por la anoxia, se pone en 
marcha la glucólisis anaerobia hacia lactato, incrementándose hasta 10 veces el 
consumo de glucosa, sin cambios significativos en los niveles de ATP, que sólo 
disminuyen muy levemente (Kauppinen y Nicholls, 1986). 
 La membrana plasmática de los sinaptosomas presenta una 
conductancia elevada para el K+ y baja para el Na+, por lo que el potencial de 
membrana resultante oscila entre –60 y –80 mM. En los terminales sinápticos se 
ha descrito la presencia de un canal de K+, denominado IA, que participa en el 
mantenimiento del potencial de membrana en reposo, activándose rápidamente 
cuando la membrana se despolariza ligeramente, restableciendo de esta forma 
el potencial de membrana (Castle y cols., 1989). El bloqueo de este canal por 4-
aminopiridina (4-AP) desestabiliza el potencial de membrana, desencadenando 
potenciales de acción espontáneos (Tibbs y cols., 1989; Tibbs y cols., 1996). 4-AP 
también actúa sobre canales de K+ dependientes de voltaje de tipo ID, así como 
sobre canales de K+ activados por Ca2+, que se activan en la fase final de los 
potenciales de acción, restableciendo el potencial de membrana en reposo 
(Blaustein y cols., 1988). 
Figura III.2. Micrografías electrónicas de sinaptosomas (adaptadas de Dunkley y cols., 1986). 
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 Los sinaptosomas mantienen una baja concentración de Ca2+ 
intracelular (50-200 nM), incluso en medios con alta concentración de Ca2+ (2 
mM). Esto es debido al transporte de Ca2+ a las mitocondrias y a la salida del 
ión a través de la membrana plasmática mediante el intercambiador Na+/Ca2+ y 
la ATPasa dependiente de Ca2+. El intercambiador utiliza el gradiente de Na+ a 
través de la membrana, traslocando tres iones de Na+ por uno de Ca2+, y se 
activa alostéricamente por Ca2+ interno. El carácter electrogénico de este 
transportador ha llevado a sugerir su posible contribución en la entrada de Ca2+ 
durante la despolarización de los terminales, aunque la ausencia de bloqueantes 
específicos ha impedido establecer de manera inequívoca su participación. La 
ATPasa dependiente de Ca2+ bombea un ión por cada molécula de ATP 
hidrolizada, y podría representar el principal mecanismo de extracción de Ca2+ 
del citoplasma (Snelling y Nichols, 1985). 
 El sinaptosoma posee toda la maquinaria bioquímica necesaria 
para acoplar la despolarización de la membrana plasmática a la entrada de 
iones de Ca2+ y a la liberación de neurotransmisores. Además de la exocitosis 
vesicular de glutamato, la despolarización también induce una liberación 
independiente de Ca2+ y de ATP, que es debida a la reversión de los 
transportadores de glutamato acoplados al gradiente electroquímico de Na+. La 
liberación independiente de Ca2+ se ve incrementada en condiciones de 
privación de energía, debido a que el declive del gradiente de Na+ favorece la 
reversión del transportador. Se ha sugerido que esta liberación de glutamato 
citosólico podría contribuir a la toxicidad producida por este neurotransmisor 
en condiciones de anoxia e isquemia cerebrales, ya que la reducción de los 
niveles de ATP bloquea la exocitosis e incrementa la salida de glutamato 
citosólico (Rubio y cols., 1991). Esta acumulación de glutamato en el espacio 
sináptico provocaría una sobreestimulación de los receptores postsinápticos, 
especialmente del subtipo NMDA, con el consiguiente daño neuronal.  
 
2.2.1. Obtención de los sinaptosomas. 
 
Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de 
Percoll según la técnica descrita por Dunkley y colaboradores (1986) y Wang y 
colaboradores (1989). Las ratas o los ratones se sacrificaron por dislocación 
cervical y decapitación. Una vez extraído el cerebro se lavó en sacarosa 0,32 M a 
pH 7,4 y 4oC, y se realizó la  disección de la corteza cerebral, el hipocampo o el 
cerebelo para homogeneizarlos a 700 r.p.m., realizándose 7 pases completos, en 
un homogeneizador modelo Potter con vástago de teflón. El homogeneizado 
resultante se centrifugó a 2.000 g durante 2 minutos a 4oC, recogiéndose el 
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sobrenadante (S1). Para aumentar el rendimiento, el sedimento se resuspendió 
de nuevo en sacarosa 0,32 M y se volvió a centrifugar a 2000 g durante 2 
minutos. Ambos sobrenadantes se centrifugaron a 9.500 g durante 12 minutos a 
4 oC. El sedimento resultante (P2) se resuspendió en 8 ml de sacarosa 0,32 M. 
Esta suspensión se colocó sobre un gradiente discontinuo de Percoll, preparado 
en un medio compuesto por sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM y DTT 0,25 mM, y 
formado por bandas de 3 ml de Percoll al 3 %, 10 % y 23 %, a pH 7,4. Los 
gradientes se centrifugaron a 25.000 g durante 10 minutos a 4oC para, a 
continuación, recoger los sinaptosomas en la interfase formada por las bandas 
de Percoll al 10 % y al 23 %. La mielina quedó en la banda de Percoll al 3 %, 
mientras que las mitocondrias sedimentaron en el fondo del tubo. Los 
sinaptosomas se diluyeron hasta un volumen final de 30 ml con medio HBM 
(NaCl 140 mM, KCl 5 mM, NaHCO3 5 mM, NaH2PO4 1,2 mM, MgCl2 1 mM, 
glucosa 10 mM y HEPES 10 mM; pH 7,4), y fueron centrifugados a 22.000 g 
durante 10 minutos a 4oC. El sedimento (P3) resultante se resuspendió en 8 ml 
de medio HBM, determinándose a continuación el contenido de proteínas por el 
método de Biuret. Las alícuotas con 0,75 mg (para los ensayos de liberación de 
glutamato), 2 mg (para la medida de [Ca2+] intra sinaptosomal) o 1 mg (para la 
determinación de segundos mensajeros mediante FRET) de la suspensión de 
sinaptosomas se diluyeron con medio HBM hasta 10 ml y se centrifugaron a 
3.000 g durante 10 minutos. El sobrenadante se decantó y los sinaptosomas, 
sedimentados en el fondo del tubo, se conservaron en un baño de hielo (fig. III. 
3). 
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Figura III.3. Esquema del procedimiento seguido en la obtención de sinaptosomas. 
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2.2.2. Determinación de proteínas (método de Biuret).  
 
 La determinación del contenido de proteínas se realizó según el 
método de Biuret, descrito por Gornall y cols. (1949) basado en la formación de 
un complejo, de color azul, entre los enlaces peptídicos y el ión Cu2+. 
  La composición del reactivo de Biuret es la siguiente: 
       Sulfato de cobre              1,6 %  (p/v) 
       Tartrato de sodio y potasio  6,0 % (p/v) 
       Hidróxido de sodio                    3,0 % (p/v) 
 Como proteína patrón se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) a 
una concentración de 10 mg/ml, según se indica a continuación: 
  
   Tubo 1  Tubo2  Tubo 3 
              (blanco)            (patrón)       (sinaptosomas) 
 
Tritón X-100 10%       200     200     200 
H2O      600     520     520 
Biuret    1200   1200   1200 
BSA          -       80         - 
Sinaptosomas                   -         -       80 
 
Tabla III. 1. Todos los volúmenes están expresados en l. 
 
Los tubos se agitaron vigorosamente, determinándose a continuación 
su absorbancia a 550 nm mediante un espectrofotómetro. 
La concentración de proteínas, expresada en mg/ml, se determinó 
por comparación de las absorbancias de la muestra con la de la solución patrón 
que contenía una cantidad de proteína conocida. 
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2.3. Ensayos de liberación de glutamato.  
 
2.3.1. Inducción de la liberación de glutamato mediante despolarización 
de los sinaptosomas con KCl.  
 
La principal diferencia entre un terminal sináptico in situ y un 
sinaptosoma es que éste último no puede recibir potenciales de acción a través 
de su axón. Además, el pequeño tamaño de la mayoría de los botones sinápticos 
impide la aplicación de electrodos, por lo que es necesario recurrir a 
procedimientos bioquímicos para inducir su despolarización.  
En sinaptosomas polarizados la conductancia dominante es la de K+ 
(Schmalzing, 1985) y la membrana se despolariza cuando se incrementa la 
concentración extracelular de este ión (Scott y Nicholls, 1980), con la 
consiguiente apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje y la inducción 
de la liberación de neurotransmisores (Tibbs y cols., 1989). 
 
- Despolarización mediante altas concentraciones de KCl (30 mM): 
 
La despolarización sostenida inducida por altas concentraciones de 
K+ (30 mM) es una técnica ampliamente utilizada en estudios de liberación, 
aunque presenta algunas limitaciones. La más importante es que no se observan 
acciones moduladoras que tengan su diana en canales que se inactivan 
rápidamente, como los canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje, de tal 
manera que, aunque estos canales se activan inicialmente, se inactivan a 
continuación, permaneciendo en este estado durante todo el periodo de 
estimulación con K+, no contribuyendo, por tanto, de manera significativa al 
proceso de liberación. La liberación de glutamato inducida por KCl 30 mM es, 
por tanto, resistente a los bloqueantes de canales de sodio y de potasio, 
tetrodotoxina y tetraetilamonio, respectivamente (Godino y cols., 2007). La 
despolarización con KCl sí permite, por el contrario, estudiar de manera eficaz 
aquellas modulaciones de la liberación que tienen su diana en canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje. 
La utilidad del KCl como inductor de la despolarización en 
sinaptosomas de corteza cerebral ha sido corroborada por numerosos estudios 
de liberación de glutamato, en los que se han determinado las acciones 
moduladoras de distintos receptores presinápticos sobre canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje. Sirvan como ejemplo los estudios de inhibición de la 
liberación de glutamato por el receptor metabotrópico de glutamato del grupo 
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III,  mGlu7 (Millán y cols., 2002a, 2002b y 2003), por el receptor de 
cannabinoides CB1 (Godino y cols., 2005 y 2007) así como por la acción conjunta 
de los receptores mGlu7, GABAB y adenosina A1 (Ladera y cols., 2007).    En 
cambio, aquellos mecanismos de modulación presináptica que afectan a canales 
de Na+ y K+ dependientes de voltaje, y por tanto a los potenciales de acción o a 
la excitabilidad presináptica no pueden ser estudiados bajo el régimen de 
despolarización inducido por K+.  
Otro inconveniente de la despolarización con K+ es que la 
despolarización prolongada que induce produce una reversión de los 
transportadores de glutamato dependientes de Na+ de la membrana plasmática, 
dada su naturaleza electrogénica, con el consiguiente flujo de aminoácidos 
citosólicos al medio extracelular, liberación que debe ser cuidadosamente 
distinguida de la exocitosis. 
 
-Despolarización inducida con bajas concentraciones de KCl (5-10 mM): 
 
     A diferencia del método de despolarización anterior, en la 
liberación de glutamato inducida por bajas concentraciones de KCl sí participan 
los canales de sodio y de potasio, por tanto, esta liberación sí es sensible al 
bloqueo de estos canales mediante tetrodotoxina y tetraetilamonio (Godino y 
cols., 2007). De este modo, este método de despolarización permite el estudio de 
modulaciones de la liberación de glutamato dependientes de estos canales 
como, por ejemplo, la inhibición de la liberación de glutamato que ejerce el 
receptor GABAB mediante la activación de los canales rectificadores de la 
corriente de potasio, GIRK  (Ladera y cols., 2008).  
 
2.3.2. Inducción de la liberación de glutamato mediante despolarización 
de los sinaptosomas con 4-aminopiridina.  
 
La 4-aminopiridina (4-AP) bloquea algunos de los canales de K+ que 
controlan la excitabilidad del terminal nervioso y las posibles fluctuaciones del 
potencial de membrana (Thesleff, 1980). Estos canales podrían actúar como 
estabilizadores del potencial de reposo, ya que su apertura en respuesta a 
despolarizaciones submáximas permite una rápida repolarización de la 
membrana, amortiguando así las pequeñas despolarizaciones producidas por la 
apertura espontánea de canales de Na+. El bloqueo de estos canales con 
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dendrotoxina (nM) o con 4-AP (mM) induce por tanto un potencial de 
membrana inestable, que posibilita la génesis espontánea de potenciales de 
acción, con la consiguiente apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
y la exocitosis de neurotransmisores (Tibbs y cols., 1989, 1996).  
La 4-AP produce una despolarización más fisiológica que KCl, ya 
que en ella participan canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje, además de 
los canales de Ca2+. Por tanto, 4-AP es un estímulo adecuado para el estudio de 
aquellas modulaciones que implican un cambio en la excitabilidad presináptica 
o en las propiedades de los potenciales de acción. Además, el carácter 
transitorio de las despolarizaciones inducidas por 4-AP se traduce en una 
menor liberación de neurotransmisor citosólico por reversión del transportador 
de membrana. (Tibbs y col., 1989). 
El diferente mecanismo de despolarización de KCl y 4-AP permite 
hacer un primer análisis del mecanismo modulador implicado en el efecto 
objeto del estudio, ya que aquellas modulaciones que sean observadas 
únicamente con 4-AP podrán ser debidas a una acción sobre canales de Na+ o 
de K+, mientras que las observadas en presencia de ambos agentes 
despolarizantes implican una modulación de canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje o un efecto sobre la maquinaria exocitótica. 
 
2.3.3. Determinación de la liberación de glutamato. 
 
El glutamato liberado por estimulación de los sinaptosomas se 
determinó según la técnica descrita por Nicholls y cols. (1987), midiendo el 
incremento en la fluorescencia producido al generarse NADPH en la reacción 
catalizada por el enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) en presencia de 
NADP+:  
 
Las variaciones de fluorescencia se registraron a unas longitudes de 
onda de emisión y de excitación de 340 nm y 460 nm, respectivamente, y las 
rendijas de excitación y de emisión se fijaron en 15 nm y 20 nm. 
Los sinaptosomas se resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio 
HBM (NaCl 140 mM, KCl 5mM, NaHCO3 5mM, NaH2PO4 1,2mM, MgCl2 1mM, 
glucosa 10mM y HEPES 10mM; pH 7,4), siempre en presencia de BSA 16 M 
libre de ácidos grasos, y se incubaron a 37oC durante 1 hora en un baño con 
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agitación continua.  Durante este periodo de incubación se realizaron los 
tratamientos con los diversos fármacos indicados en las leyendas de las figuras 
correspondientes así como los pretratamientos con los agonistas L-AP4 y 
baclofén en aquellos ensayos donde se cuantificó la facilitación de la liberación 
de glutamato inducida por estos agonistas, además en este último tipo de 
ensayos, tras la incubación de una hora, los agonistas se eliminaron mediante 
centrifugación  (13700 g, 1 minuto) y resuspensión de los sinaptosomas (de 
nuevo en HBM más BSA 16 M libre de ácidos grasos).     
Después de la incubación, 1 ml de la suspensión fue transferido a una 
cubeta de fluorímetro Perkin-Elmer LS-50, que contenía NADP+ 1mM y CaCl2 
1,33mM o una mezcla de Ca2+/EGTA (CaCl2 38 M y EGTA 50 M). En este 
último caso la concentración de calcio libre resultante es de alrededor de 200 
nM.  
El ensayo se inició con la adición de 50 unidades de actividad de 
glutamato deshidrogenasa, observándose un incremento en la fluorescencia 
debido a la presencia de glutamato extrasinaptosomal. La liberación de 
glutamato inducida por la despolarización se determinó mediante la adición de 
KCl, o bien del activador de adenilato ciclasa, forskolina o  del ionóforo de Ca2+, 
inomicina registrándose la señal fluorescente cada segundo a lo largo de 
aproximadamente cinco minutos en agitación contínua y a temperatura 
constante (37,4 ºC). 
Dado que la reacción catalizada por la glutamato deshidrogenasa es 
reversible, no existe linealidad entre el incremento de fluorescencia y la 
cantidad de glutamato liberada, por ello, al final de cada ensayo se añadió un 
patrón de 2 nmoles de glutamato para cuantificar el glutamato liberado.   
Como se ha mencionado anteriormente, la despolarización de los 
sinaptosomas provoca también la salida de glutamato citosólico no vesicular, 
debido a la reversión de los transportadores de la membrana plasmática, por un 
mecanismo que es independiente de calcio. La liberación de glutamato 
dependiente de Ca2+ (liberación vesicular) (registro negro) se calculó, por tanto, 
como la diferencia entre la liberación obtenida en presencia de 1,33 mM de Ca2+ 
extracelular (registro rojo) y la liberación registrada en presencia de una 
concentración de calcio de 200nM (registro azul), insuficiente para inducir 
exocitosis (Fig. III. 2). En otros casos, la liberación de glutamato se indujo con el 
ionóforo de calcio, ionomicina, que se inserta en la membrana plasmática 
formando poros por los que el calcio extracelular alcanza la maquinaria 
exocitótica provocando así una liberación independiente de la actividad de los 
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canales de calcio (Jovanovic y cols., 2000). En estos experimentos, la liberación 
de glutamato se calculó simplemente como la diferencia entre la liberación 
observada en presencia del ionóforo y la liberación basal obtenida en ausencia 
de éste. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III. 4. Cálculo de la liberación de glutamato dependiente de calcio. 
 
2.4. Inmunocitoquímica. 
 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM 
con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos, a 37oC, y se adhirieron durante 1 
hora sobre un cubreobjetos tratado con polilisina después de diluir hasta 0,16 
mg/ml de proteína.  
A continuación, fueron fijados durante 4 minutos con 
paraformaldehido 4 % diluido en tampón fosfato (0,1 M, pH 7,4) y, tras dos 
lavados de 5 minutos con tampón fosfato y un lavado de 10 minutos con una 
solución de Tris 50mM (pH 7,4) y cloruro sódico 0,9 % (TBS), se incubaron 
durante otra hora con una solución bloqueante de suero normal de cabra al 10 
% (NGS) diluida en TBS y Triton X-100 al 0,2 %.  
Tras este periodo, los sinaptosomas se incubaron durante 12 horas a 
4oC con el anticuerpo primario correspondiente: policlonales de cobaya frente a 
mGluR7a, mGluR4a y mGluR8 (1:1000); policlonales de conejo contra mGluR7a 
(1:400) y sinaptofisina 1 (1:100); monoclonal de ratón frente a munc 13-1 (1:500) 
y policlonal de cabra anti-munc 13-2 (1:150). Todos ellos diluidos en TBS, con 
NGS al 1 % y Triton X-100 al 0,2 %.  
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Tras tres lavados de 10 minutos con TBS, los terminales sinápticos 
fueron incubados durante otras 2 horas con los correspondientes anticuerpos 
secundarios: de cabra anti-conejo conjugado con el fluorocromo derivado de 
cianina Cy2 (1:200); de cabra anti-conejo y anti-ratón (1:200) y de  burro anti-
cobaya (1:400) conjugados con el fluorocromo Cy3; de burro anti-cabra, de cabra 
anti-conejo y de cabra anti-ratón conjugados con el fluorocromo Alexa 594 
(1:500); así como los anticuerpos secundarios de cabra anti-cobaya, de cabra 
anti-conejo y de cabra anti-ratón conjugados con el fluorocromo Alexa 488 
(1:500) fueron diluidos en TBS.   
Después de tres lavados de 10 minutos con TBS los sinaptosomas 
fueron transferidos a un microscopio Nikon y visualizados mediante la luz 
proveniente de una lámpara de mercurio a través de un objetivo de 100 
aumentos, empleando un filtro para rodamina  tanto en el caso de Cy3 como de 
Alexa 594, y un filtro para fluoresceína en el caso de Cy2 y de Alexa 488. Para 
verificar la especificidad de la reacción inmunocitoquímica se realizaron 
controles en ausencia de anticuerpos primarios. 
El tratamiento y análisis de las imágenes se realizó mediante el 
programa informático Image J, asignando el color rojo a la imagen tomada con 
filtro para rodamina y el color verde a la imagen adquirida con filtro para 
fluoresceína. 
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2.5. Determinación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc. 
 
Para determinar los niveles intrasinaptosomales de AMPc se utilizó 
el ensayo comercial de Amersham (TRK 432), que se basa en la competición 
entre AMPc frío y una cantidad fija de AMPc tritiado por la unión a una 
proteína con alta afinidad y especificidad por AMPc. La cantidad de complejo 
[3H]AMPc-proteína que se forma estará, por tanto, inversamente relacionada 
con la cantidad de AMPc presente en la muestra. Así, la medida del AMPc 
radiactivo unido a la proteína permite estimar la cantidad de AMPc no marcado 
en la muestra: 
 
 
 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM 
sin BSA  y se incubaron en un baño termostatizado a 37oC en agitación 
permanente. A los 5 minutos se añadió cloruro de calcio (1,33mM), adenosina 
desaminasa (1 U/mg de proteína) y el inhibidor de fosfodiesterasas 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) (1mM). La incubación se mantuvo durante 25 minutos 
más, a lo largo de los cuales se fueron realizando las aplicaciones de los 
distintos agentes, dependiendo del experimento a realizar.  
Una vez transcurridos 30 minutos se procedió a la recogida de 0,5 ml 
de cada muestra, a los que se añadió una solución que contenía ácido perclórico 
(1M) y EDTA (50mM) para precipitar las proteínas, agitándose de forma 
vigorosa. Las alícuotas se mantuvieron en hielo durante 20 minutos, tras los 
cuales se centrifugaron a 13.700 g durante 1 minuto. Se recogieron los 
sobrenadantes y se neutralizaron con una mezcla de KOH 3M y trietanolamina  
1,5M durante 2 minutos a 4oC, agitando vigorosamente. Seguidamente se 
centrifugó a 13.700 g durante 1 minuto y se recogieron de nuevo los 
sobrenadantes, que se almacenaron a 4oC. 
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A continuación, los sobrenadantes  se incubaron con AMPc tritiado y 
la proteína de unión durante 2 horas a 4oC. Para obtener una estimación de la 
concentración de AMPc en pmoles/mg de proteína, en algunos tubos se 
añadieron cantidades conocidas de AMPc para la realización de una recta 
patrón (Tabla III. 2). La reacción se detuvo mediante la adición de 200 l de 
carbón vegetal seguida de una centrifugación a 12.000 g durante 1 minuto. Del 
sobrenadante resultante se tomaron 200 l, a los que se añadió 2,2 ml de líquido 
de centelleo, tras lo cual se procedió a la medida de la radiactividad. 
 
Tubo           Tampón           AMPc           Problema         [3H]AMPc          Proteína                            
  (x2)                         (patrón)                                                        de 
unión 
 
    1             150 l                   -                        -            50 l                     -           
    2               50 l             0 pmol              -            50 l              100 l           
    3                 -             1 pmol            -            50 l              100 l  
    4                 -             2 pmol         -            50 l             100 l  
    5                      -             4 pmol                     -            50 l              100 l           
    6                      -              8 pmol                -            50 l              100 l           
    7                 -                 16 pmol                    -            50 l              100 l         
    8, etc (x3)       -          -       50 l            50 l            100 l      
 
 
 
2.6. Determinación de la concentración citosólica de calcio libre 
([Ca2+]cit). 
 
La concentración citosólica de calcio en la población de sinaptosomas 
se determinó mediante la sonda fluorescente Fura 2, polianión hidrofílico que 
une calcio de forma específica. En los ensayos se utilizó el éster acetoximetil, 
Fura 2-AM, que es suficientemente lipofílico para atravesar la membrana 
plasmática y alcanzar el interior celular, donde las esterasas citosólicas rompen 
el enlace éster. El Fura 2 liberado queda confinado en el citosol donde se une al 
Ca2+ libre para formar el complejo Ca2+-Fura, que da lugar a una emisión 
fluorescente cuyo máximo se registra a una longitud de onda de 510 nm, 
produciéndose además un desplazamiento en el máximo de su espectro de 
excitación ultravioleta de 380 nm a 340 nm. 
Tabla III.2. Volúmenes de los distintos reactivos para una curva patrón y muestras problema. 
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Como nuestro equipo de fluorimetría tarda unos 7 segundos en 
cambiar la excitación de 340 a 380 nm y por tanto limitaba el número de datos 
que se podían obtener, los ensayos se realizaron a una única longitud de onda 
de excitación (340 nm), para poder así registrar los datos con intervalos de 0,3 
segundos, realizando, eso sí, la correspondiente calibración (determinación de 
las fluorescencias máxima y mínima) al final de cada ensayo. 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en medio HBM con 
BSA (1 mg/ml) y se preincubaron en un baño termostatizado a 37oC en 
agitación continua. A los 5 minutos se añadieron CaCl2 1,33mM y Fura 2-AM 5 
M, continuando la incubación durante 25 minutos más. Transcurrido este 
tiempo, la suspensión de sinaptosomas se lavó mediante centrifugación a 12.000 
g durante 1 minuto, y el precipitado se resuspendió en medio HBM sin BSA 
(0,67 mg/ml). Para el ensayo se transfirió 1 ml de esta suspensión a una cubeta 
de fluorimetría, y se registró la señal fluorescente, fijando las longitudes de 
onda de excitación y de emisión en 340 nm y 510 nm, respectivamente con una 
rendija de excitación igual a 2,5 nm y una de emisión de 6 nm. El experimento 
se inició con la adición de CaCl2 1,33mM y, una vez estabilizada la señal, se 
añadieron los diferentes compuestos según el ensayo a realizar, procediendo 
finalmente a la despolarización de los sinaptosomas con KCl.  
La posible contaminación con Fura extrasinaptosomal se estimó por 
la caída de fluorescencia observada tras la quelación del Ca2+ extrasinaptosomal 
con una mezcla de EGTA 7,5mM y Tris 45mM, pH 8.  
La señal de fluorescencia mínima se obtuvo al romper los 
sinaptosomas mediante la adición del detergente SDS al 0,2 % en ausencia de 
Ca2+, mientras que la señal de fluorescencia máxima  se obtuvo añadiendo un 
exceso de CaCl2 (Fig. III. 3). 
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Figura III. 5. Determinación de los cambios en la concentración de calcio citosólico en 
sinaptosomas despolarizados con KCl 30mM. 
 
Los datos se obtuvieron cada 0,3 segundos, y la concentración 
citosólica de Ca2+ se calculó aplicando la siguiente fórmula, 
   
 
 
 
 
en la que Ft es la fluorescencia registrada para cada tiempo y Fmin y Fmax son 
la fluorescencia mínima y máxima, respectivamente. El valor de la constante de 
disociación, Kd, para el complejo Ca2+-Fura es de 224 nM (Grynkiewicz y cols., 
1985). 
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2.7. Cuantificación de segundos mensajeros mediante Transferencia de 
Energía por Resonancia de Fluorescencia (FRET). 
 
2.7.1. Determinación de los niveles intrasinaptosomales de inositol 
monofosfato (IP1).  
 
La hidrólisis de fosfatidil inositol (4,5)-bifosfato (PIP2)  llevada a cabo 
por fosfolipasa (PLC) da lugar a la formación de diacilglicerol e inositol 
trifosfato (IP3). Este último puede ser fosforilado por la IP3 quinasa para generar 
D-mio-inositol 1, 3, 4, 5-tetraquisfosfato (IP4) (Irvine y cols., 1986) o ser 
degradado a mio-inositol 1,4-bifosfato por la acción de una inositol polifosfatasa 
5 (Pattni y cols., 2004). A continuación, ambos metabolitos entran en la ruta 
metabólica de los inositoles fosfato  en la que una serie de inositol fosfatasas 
realizan una hodrólisis secuencial de D-mio-inositol bifosfatos dando lugar a 
distintos D-mio-inositol monofosfatos, denominados como D-mio-inositol 1 
monofosfato (IP1(1)), -3 monofosfato (IP1(3)) y -4 monofosfato (IP1(4)) 
dependiendo de la posición del grupo fosfato en el anillo inositol (Majerus y 
cols., 1999; Irvine y cols., 2001). Finalmente, estos D-mio-inositol monofosfatos 
son degradados a mio-inositol por la acción de la mio-inositol monofosfatasa 
(Parthasarathy y cols., 1994; Atack y cols., 1995). Dado que se ha demostrado 
que altas concentraciones de LiCl inhiben tanto esta última enzina como la 
inositol polifosfatasa 1 (Berridge y cols., 1982; Liu y cols., 2003), responsable de 
la generación de IP1(3) e IP1(4) pero no de IP1(1). De este modo, la determinación 
de la acumulación de IP1(1) puede usarse en lugar de  IP3, para monitorizar la 
activación de PLC mediada por receptores metabotrópicos asociados a 
proteínas G (Trinquet y cols., 2006) (fig. III.2). 
 De este modo, el laboratorio Cis Bio ha desarrollado un sistema de 
detección de fluorescencia de alta resolución temporal (HTRF) para cuantificar 
IP1 que se basa en la tecnología de transferencia de energía por resonancia de 
fluorescencia (FRET). Este ensayo usa un anticuerpo contra IP1 marcado con el 
fluoróforo, criptato de europio, que actúa como donador de energía de 
fluorescencia de tal manera que tras ser excitado a 337 nm emite fluorescencia  a 
una longitud de onda (620 nm) que coincide con la ventana de excitación del 
aceptor de FRET, que en este caso un análogo de IP1 marcado con el fluoróforo 
d2, que, a su vez, va a emitir fluorescencia a una longitud de onda mayor (665 
nm) que es la que vamos a cuantificar. De tal modo que cuando el anticuerpo 
esté unido al IP1 marcado, la señal FRET será máxima e irá disminuyendo a 
medida que sea desplazado por competición con el IP1 generado por la 
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activación de PLC por receptores metabotrópicos asociados a proteínas G en las 
terminaciones nerviosas (fig. III.6). 
A efectos prácticos, los sinaptosomas de corteza cerebral de rata 
adulta se resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1mg/ml) 
libre de ácidos grasos y se incubaron durante una hora a 37ºC en agitación 
contínua en presencia de LiCl (50 mM) y de adenosina desaminasa  (1,25 U/mg 
de proteína) durante los últimos 30 y 35 minutos, respectivamente. En este 
tiempo se realizaron las incubaciones con el agonista L-AP4 y los demás 
fármacos a los tiempos indicados en las leyendas de las figuras 
correspondientes. A continuación, se paró la reacción en hielo y los 
sinaptosomas se lavaron mediante centrifugación a 13700 g durante 1 minuto 
(4ºC) para después descartar el sobrenadante y resuspender los precipitados en 
70 l (14 mg/ml) de tampón de estimulación proporcionado por el kit (Hepes 
10 mM; CaCl2 1mM; MgCl2 0,5 mM; KCl 4,2 mM; NaCl 146 mM; glucosa 5,5 
mM; LiCl 50 mM; pH 7,4) y transferirlos a placas de 96 pocillos. En algunos 
pocillos se añadieron cantidades conocidas de IP1  para la realización de una 
recta patrón y en dos pocillos sólo se añadieron 70 l tampón de estimulación, 
uno de ellos se usó para determinar el fondo (blanco) y otro para determinar la 
señal de FRET máxima. Después de esto, adicionamos 15 l de anticuerpo 
contra IP1 marcado con criptato previamente diluido en el tampón de lisis 
proporcionado con el kit [Hepes 50 mM; fluoruro de potasio 0,8 M; BSA 0,2% 
(peso/volumen); Triton X-100 1 % (volumen/volumen); pH 7,0) en todos los 
pocillos excepto en el destinado a blanco  (en el que se añadieron 15 l de 
tampón de lisis) así como 15 l del análogo de IP1 marcado con el aceptor de 
FRET, d2; este último sí fue añadido en todos los pocillos (fig. III. 6). 
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Tabla III.6. Esquema de la determinación de los niveles intrasinaptosomales de IP1 mediante la 
técnica de transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET). 
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Tras una hora de incubación a temperatura ambiente y en oscuridad, 
mediante un fluorímetro FluoStar se realizó la medida de la fluorescencia 
emitida tanto por el  donador de FRET criptato de europio (a 620 nm) como por 
el aceptor, d2 (a 665 nm, señal FRET) 50 s después de la excitación del criptato 
a 337 nm. La señal de FRET se calculó como la relación : 
 
 
 
 
 
De este modo, a medida que el IP1 producido de forma endógena 
desplace a su análogo marcado con d2 disminuirá la transferencia de 
fluorescencia hacia éste donador y disminuirá ésta relación. Así, partiendo de 
esta relación, el incremento específico de FRET ( F) se determinó sustrayendo 
el fondo (blanco), que fue la fluorescencia en ausencia de aceptor d2, mediante 
la relación: 
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De este modo, partiendo del valor de  F de las concentraciones 
conocidas de IP1 ([IP1]) se obtiene la siguiente curva:  
 
0
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1.500
2.000
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4.000
4.500
1 10 100 1.000 10.000 100.000
 
 
 
A continuación, la curva anterior se transformó para obtener una 
recta que puede considerarse lineal en el intervalo de concentraciones usado:  
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-1,0
-0,5
0,0
0,5
1,0
1,5
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
 
 
(Siendo F máxima el incremento de fluorescencia del pocillo con criptato y d2 
pero sin IP1 no marcado.). De este modo, podemos determinar la concentración 
de IP1 de las muestras problema interpolando sus valores de F en dicha recta.  
[IP1] (nM)  
F
  
Log [IP1]  
F (de cada [IP1] conocida) 
  Log  
F máxima  -  F 
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2.7.2. Determinación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc 
mediante FRET. 
 
 Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se 
resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1mg/ml) libre de 
ácidos grasos y se incubaron durante una hora a 37ºC en agitación contínua en 
presencia del inhbidor de fosfodiesterasas, Ro-20-1724 (0,1 mM) y de adenosina 
desaminasa  (1,25 U/mg de proteína) durante los últimos 30 y 35 minutos, 
respectivamente. En este tiempo se realizaron las incubaciones con el agonista 
de los receptores metabotrópicos del grupo III, L-AP4 y con el activador de 
adenilato ciclasa, forskolina, según se indica en la leyenda de las figuras. A 
continuación se paró la reacción en hielo y los sinaptosomas se lavaron 
mediante centrifugación a 13700 g durante 1 minuto (4ºC) para después 
descartar el sobrenadante y resuspender los precipitados en 70 l (14 mg/ml) 
en el tampón de estimulación proporcionado por el kit (tampón fosfato 50 mM; 
pH 7,0 ; BSA 0,2 %; NaN3 0,02 %) para después ser transferidos a placas de 96 
pocillos. En algunos pocillos se añadieron cantidades conocidas de AMPc  para 
la realización de una recta patrón y en dos pocillos sólo se añadieron 70 l 
tampón de estimulación, uno de ellos se usó para determinar el fondo (blanco) 
y otro para determinar la señal de FRET máxima. Después de esto, adicionamos 
15 l de anticuerpo contra AMPc marcado con criptato previamente diluido en 
el tampón de lisis proporcionado con el kit (tampón fosfato 50 mM; pH 7,0; KF 
1 M; Tritón X-100 1,25 %) en todos los pocillos excepto en el destinado a blanco  
(en el que se añadieron 15 l de tampón de lisis) así como 15 l del análogo de 
AMPc marcado con el aceptor de FRET, d2; este último sí fue añadido en todos 
los pocillos.  
A continuación, y tras una incubación de 1 hora en oscuridad y a 
temperatura ambiente. Después, del mismo modo que para la determinación de 
IP1, mediante un fluorímetro FluoStar, se realizó la medida de la fluorescencia 
emitida tanto por el  donador de FRET criptato de europio (a 620 nm) como por 
el aceptor, d2 (a 665 nm, señal FRET) 50 s después de la excitación del criptato 
a 337 nm. El procesamiento de los datos hasta determinar la concentración 
intrasinaptosomal de AMPc de las muestras problema, se realizó de forma 
idéntica a la descrita en el apartado anterior sobre la determinación de IP1.  
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2.8. Cuantificación de la translocación de la proteína Munc13-1. 
 
2.8.1. Aislamiento de las fracciones soluble y particulada. 
 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se 
resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio HBM (NaCl 140 mM, KCl 5mM, 
NaHCO3 5mM, NaH2PO4 1,2mM, MgCl2 1mM, glucosa 10mM y HEPES 10mM; 
pH 7,4) suplementado con BSA (16 M) libre de ácidos grasos y se incubaron 
durante una hora en agitación contínua a 37 ºC y en presencia de adenosina 
desaminasa (1,25 U/mg de proteína) durante la última media hora así como en 
presencia o en ausencia del agonista, L-AP4 1mM o del éster de forbol, PDBu 
1 M durante los últimos 10 y 2 minutos, respectivamente.  
Tras la incubación de una hora, los sinaptosomas se lavaron 
mediante centrifugación a 13700 g durante 1 minuto para acontinuación, 
resuspenderlos en un medio hipo-osmótico (tamponado a pH 7 con tris-HCl 8,3 
mM suplementado con el inhibidor de proteasas, Proteasa Inhibitor Cocktail Kit 
de ThermoScientific, 1:100) con el fin de producir la lisis de éstos. Como ayuda 
suplementaria al proceso de lisis hipo-osmótica la suspensión de sinaptosomas 
fue sometida a 5 pases a través de una jeringuilla de calibre 20 para, a 
continuación, mantenerse en agitación continua durante media hora a 4º C.  
Transcurrido este tiempo, las fracciones soluble y particulada 
procedentes de cada tratamiento se separaron mediante centrifugación a 40.000 
g durante 10 minutos obteniéndose un sobrenadante y un precipitado 
correspondientes a las fracciones soluble y particulada, respectivamente. 
Después, se procedió a la resuspensión del precipitado en tampón RIPA (Tritón 
X-100 1%; desoxicolato sódico 0,5%; SDS 0,2 %; NaCl 100 mM, EDTA 1mM; 
Tris-HCl 50 mM; inhibidor de proteasas 1:100; pH 7,4).  
Finalmente, se determinó la concentración de proteínas de cada 
fracción mediante el método de Bradford: del mismo modo que en el método de 
biuret, además de las muestras problema, se prepararon tubos con 
concentraciones conocidas de BSA así como un tubo donde sólo se añadieron 
los medios de resuspensión de ambas fracciones (blanco) para, tras la adición en 
cada tubo del kit comercial Bio-Rad Protein Assay y una incubación de 5 
minutos, medir la absorbancia a 595 nm y construir una recta patrón donde 
poder interpolar los valores de las muestras problema y así conocer su 
concentración de proteínas totales.   
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2.8.2. Determinación de la actividad lactato deshidrogenasa de las 
fracciones soluble y particulada.  
 
La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la siguiente 
reacción: 
 
 
  
La excitación a 340 nm del coenzima NADH provoca la emisión de 
fluorescencia a 460 nm. Así, para determinar la actividad lactato 
deshidrogenasa de las fracciones soluble y particulada (procedentes de los 
distintos tratamientos) se cuantificó la pérdida de fluorescencia 460 nm 
producida por la oxidación de NADH tras la adición de piruvato.  
A efectos prácticos, alícuotas de entre 5 y 20 l [según la riqueza en 
LDH de cada una de las fracciones, con el fin de mantener siempre la enzima 
saturada de sustrato (cinética de orden 0) y que la caída de fluorescencia sea 
proporcional al contenido en LDH) de las suspensiones correspondientes a las 
fracciones soluble y particulada se añadieron en una cubeta de fluorimetría que 
contenía 1 ml de medio con tampón fosfato potásico (50 mM), Tritón X-100 (10 
%) y NADH (14 mg/ml). A continuación, determinamos la fluorescencia inicial 
a 460 nm de la muestra tras la excitación de la coenzima NADH a 340 nm 
[mediante un fluorímetro Perkin Elmer en condiciones de temperatura (37,4ºC) 
y agitación constantes]  así como la caída ésta tras la adición de piruvato 1mM. 
De este modo, la caída en la fluorescencia a 460 nm observada  es directamente 
proporcional a las unidades arbitrarias de actividad de LDH por mg de 
proteína de cada fracción.  
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2.8.3. Determinación de la actividad acetilcolinesterasa de las fracciones 
soluble y particulada. 
 
La actividad acetilcolinesterasa (AChE) de cada una de las fracciones 
se determinó mediante el método colorimétrico descrito por Ellman y 
colaboradores en 1961 basado en el acoplamiento de las siguientes reacciones: 
 
 
        En nuestro caso, alícuotas de entre 3 y 10 l (dependiendo de la 
riqueza en acetilcolinesterasa) de las fracciones soluble y particulada 
procedentes de los distintos tratamientos fueron añadidas en los pocillos de una 
plaza de 96 que contenían 200 l de un medio con tampón fosfato potásico 100 
mM (pH 8) y yoduro de acetiltiocolina 0,75 mM. A continuación, se determinó 
la absorbancia basal a 412 nm de las muestras (mediante un fluorímetro 
FluoStar) y la formación de un compuesto de color amarillo (con el consiguiente 
incremento de la absorbancia a 412 nm) tras la adición del reactivo de Ellman 
[5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato)] a una concentración de 0,2 nM. De este modo, se 
determinó la actividad acetilcolinesterasa en unidades arbitrarias de actividad 
por mg. de proteína de cada fracción.  
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2.8.4. Inmunotransferencia (western blotting). 
 
Las fracciones soluble y particulada, diluidas en tampón de carga 
Laemmly (SDS 2%; glicerol 10 %; Tris-HCl 0,3 M; -mercaptoetanol 5%; pH 6,8), 
fueron cargadas (4 g de proteína por pocillo) en un gel de poliacrilamida 
[poliacrilamida 7,5 %; Tris-HCl 0,37 M; SDS 0,1 %; persulfato amónico 0,05 %; 
(Tris), N,N,N,N'-tetrametilnediamina 0,001 %]  y sometidas a electroforesis 
(PAGE-SDS) durante una hora y media a 4º C y amperaje constante  (20 mA ; 
tampón de electroforesis: Tris-Base 25 mM; SDS 0,1 %; glicina 1,5 %). 
Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue transferido 
electroforéticamente (transferencia en húmedo) a una membrana de 
nitrocelulosa [durante toda la noche a 4 º C y amperaje constante (48 mA) y en 
un tampón que contenía Tris-Base 25 mM; 1,5 % de glicina así como  un 20 % de 
metanol]. A la mañana siguiente, con el fin de impedir la unión específica de los 
anticuerpos primarios a la membrana, ésta se incubó durante una hora con el 
tampón de bloqueo proporcionado por el sistema de inmunotransferencia 
Odyssey en agitación constante y temperatura ambiente. A continuación, se 
llevó a cabo la incubación de la membrana durante una hora (también en 
agitación constante y temperatura ambiente) con los anticuerpos monoclonales  
de ratón dirigidos contra munc 13-1 (1:200) y -tubulina (1:2000) así como con 
los anticuerpos policlonales de conejo frente munc 13-1 (1:1000), vGluT1 
(1:7000) o contra la subunidad 1 de la ATPasa de sodio/potasio (1:3500) 
diluídos en tampón de bloqueo Odyssey con Tween al 0,1 %.  Después, se 
realizaron 4 lavados de 5 minutos en tampón PBS suplementado con Tween al 
0,1 % para, seguidamente, incubar durante 1 hora con los anticuerpos 
secundarios de cabra anti-ratón y anti-conejo conjugados con las sondas 
infrarrojas de 680 nm y  800 nm proporcionados por el sistema de 
inmunotransferencia, Odyssey. Tras la incubación con los secundarios también 
se realizaron 4 lavados de 5 minutos en tampón PBS suplementado con Tween 
al 0,1 % así como un último lavado en tampón PBS sin Tween. Finalmente, la 
membrana se escaneó mediante el sistema de detección LI-COR de Odyssey 
tanto en el canal de 680 como en el de 800 nm y se realizó la cuantificación 
mediante el sistema de análisis también proporcionado por Odyssey. De este 
modo, se obtuvo la intensidad integrada (en unidades arbitrarias) de munc 13-
1, vGluT1 y 1 de la ATPasa normalizados respecto al control de carga de cada 
calle que fue el valor de intensidad integrada de -tubulina.  
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2.9. Experimentos de coinmunoprecipitación.  
 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata se resuspendieron (2 
mg/ml) y homogeneizaron en tampón RIPA [Tris 50 mM; pH 7,4; NaCl 100 
mM; Triton X-100 1 %; desoxicolato sódico 0,5 %; SDS 0,2 %; EDTA 1 mM e 
inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) 1:100] dejando actuar este tampón 
durante media hora a 4 ºC. Una vez solubilizadas, las suspensiones se 
centrifugaron durante media hora a 13000 g y los sobrenadantes resultantes se 
inmunoprecipitaron durante toda la noche a 4 ºC y en rotación constante con los 
siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal de ratón frente a munc 13-1 (5 
g/ml) y policlonal de conejo dirigido contra mGluR7a (5 g/ml). Como 
control negativo de los anticuerpos de ratón y de conejo se usó anticuerpos 
obtenidos en estos animales dirigidos contra una proteína que no se encuentra 
en nuestra preparación de terminaciones, en concreto contra el polipéptido 
sintético Flag, a una concentración similar a la del resto de los anticuerpos 
empleados (5 g/ml).  
A la mañana siguiente, las muestras se incubaron durante una hora 
(a 4º en constante rotación) con las esferas de inmunoprecipitación (20 % 
volumen/volumen); para las suspensiones inmunoprecipitadas con anticuerpos 
de ratón se usaron esferas de proteína A agarosa mientras que para aquellas 
inmunoprecipitadas con anticuerpos de conejo se emplearon las esferas 
proporcionadas por el sistema TrueBlot (eBioscience). Tras la incubación con las 
esferas, se realizaron tres  lavados con tampón RIPA [Tris 50 mM; pH 7,4; NaCl 
100 mM; Triton X-100 1 %; desoxicolato sódico 0,5 %; SDS 0,2 %; EDTA 1 mM e 
inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) 1:100] en los que se centrifugaron las 
muestras a 10.000 g (1 minuto) y los precipitados se mezclaron suavemente 
(agitando por inversión) con el tampón añadido cada vez. Tras la última 
centrifugación, se eliminó totalmente el sobrenadante mediante aspiración con 
una jeringuilla de calibre 28 (para evitar aspirar también las esferas) y se 
añadieron 100 l de tampón de carga Laemmly (Tris-HCl 0,125M; pH 6,8; SDS 4 
%; glicerol 20 %; azul de bromofenol 0,004 %) para, a continuación, disociar los 
inmunocomplejos mediante  la adición de DTT 50 mM recién preparado, fuerte 
agitación y  calentamiento de la muestra a 90 º C durante 10 minutos.  
Después, las muestras fueron centrifugadas a 10.000 g durante 3 
minutos y se recogieron con sumo cuidado los sobrenadantes (evitando recoger 
las esferas) para cargarlos después en un gel de poliacrilamida al 6,5 % (Tris-
Base 0,37 M; pH 8,8; persulfato amónico 0,01 %; SDS 0,1%; TEMED 0,001 %) y 
someterlos a electroforesis (PAGE-SDS) durante 1 hora y media a voltaje 
constante (150 V). Una vez finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la 
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tranferencia en semihúmedo durante 45 minutos a voltaje constante (20 V)  
(tampón del ánodo: Tris-Base 0,3 M y metanol al 20 %; tampón del cátodo: ácido 
6-amino caproico 40 mM y metanol al 20 %)  del gel a una membrana de 
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (previamente tratada con metanol al 100 %). 
A continuación, para evitar la unión inespecífica del los anticuerpos 
primarios a la membrana, ésta se bloqueó durante 1 hora en PBS suplementado 
con Tween al 0,05 % y leche desnatada liofilizada al 5 % para, seguidamente, 
incubar con el anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra munc 13-1 
(1:1000; diluído en tampón de bloqueo con leche desnatada al 5 %) durante toda 
la noche a 4 º C y agitación constante.  
A la mañana siguiente, la membrana se lavó 3 veces con tampón PBS 
suplementado con Tween al 0,05 % durante 5 minutos para, posteriormente, ser 
incubada en presencia del anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de 
rábano. Como tanto los anticuerpos primarios usados para la 
inmunoprecipitación de mGluR7a como para la inmunotransferencia (o western 
blotting) (dirigido contra munc 13-1) son de conejo, es posible que el anticuerpo 
secundario anti-conejo se una tanto a las inmunoglobulinas correspondientes al 
anticuerpo primario usado en la inmunotransferencia como a las 
inmunoglobulinas residuales correspondientes al anticuerpo primario usado en 
la inmunoprecipitación que hayan sido cargadas en el gel junto con las 
proteínas inmunoprecipitadas.  Para evitar este fenómeno, se usó el anticuerpo 
secundario del sistema TrueBlot (1:1000; diluído en tampón de bloqueo con 
leche desnatada al 5 %), que se une específicamente a las inmunoglobulinas de 
conejo pertenecientes a los anticuerpos primarios usados en la 
inmunotransferencia, que no han sido sometidas a desnaturalización, pero no a 
las inmunoglobulinas residuales procedentes de la inmunoprecipitación, ya que 
estas últimas sí han sido desnaturalizados mediante DTT, SDS y calor; de este 
modo, se evita que el marcaje  correspondiente a las inmunoglobulinas 
residuales de la inmunoprecipitación interfiera con el de las proteínas de 
interés. Finalizada la incubación de 1 hora con el secundario TrueBlot (en 
oscuridad, temperatura ambiente y agitación constante), se realizaron tres 
lavados de 5 minutos en PBS con Tween al 0,05 % para, a continuación, llevar a 
cabo el revelado del anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano 
unido a la membrana mediante el kit de revelado Supersignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific). Este kit, contiene una mezcla 
de peróxido de hidrógeno,  sustrato quimioluminiscente Luminol y un 
potenciador de quimioluminiscencia (Pierce); de este modo, al entrar en 
contacto con esta mezcla, la peroxidasa de rábano (mediante el peróxido de 
hirógeno) oxida  al luminol dando lugar a una quimioluminiscencia que va a 
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estar incrementada por el potenciador de quimioluminiscencia y que, 
finalmente, tras un tiempo de revelado de entre 5 y 10 minutos (dependiendo 
de la intensidad y grado de saturación de la señal) detectamos con un equipo de 
imagen LAS-3000 de Fujifilm Life Science.  
Como tras la inmunotransferencia, hemos teñido la membrana con el 
anticuerpo primario anti munc 13-1,  podemos observar la banda 
correspondiente a la proteína munc 13-1 inmunoprecipitada con anti-munc 13-1 
así como la banda correspondiente a munc 13-1 inmunoprecipitada con anti-
mGluR7. Sin embargo, no podemos observar el ensayo inverso, es decir, las 
banda correspondientes al receptor mGlu7 inmunoprecipitado con anti- munc 
13-1 o aquella que correspondería a la proteína munc 13-1 inmunuprecipitada 
con anti munc 13-1. Por ese motivo, una vez adquirido la imagen de la 
membrana, eliminamos tanto el anti-munc 13-1 como el secundario True-Blot 
de la membrana (stripping) mediante la incubación  con Re-Blot Plus Strong 
(Millipore) durante 20 minutos (agitación constante) y dos lavados en PBS con 
Tween al 0,05 % para, a continuación bloquearla con PBS (con Tween 0,05 % y 
leche desnatada al 5 %) e incubarla de nuevo toda la noche (4 ºC y agitación 
constante) pero esta vez con el anticuerpo de ratón anti-mGluR7a y, del mismo 
modo, repetir el proceso de incubación con el secundario y revelado ya 
descritos (fig. III. 7). 
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Figura III. 7. Procedimiento utilizado en los experimentos de co-inmunoprecipitación 
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1. Modulación de los canales de calcio de tipo P/Q por 
mGluR7 en terminaciones sinápticas de hipocampo. 
 
En el cerebro de rata se expresan tres subtipos de receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III (mGluR4, mGluR8 y mGluR7) que 
se localizan en la zona activa presináptica de las teminaciones nerviosas 
glutamatérgicas (Bradley y cols., 1996; Shigemoto y cols., 1996). En estas 
sinapsis excitadoras, los receptores del grupo III reducen la liberación de 
glutamato (Forsythe y Clements, 1990; Trombley y Westbrook, 1992; Gereau y 
Conn, 1995; Herrero y cols., 1996; Millán y cols., 2002a) mediante la inhibición 
de la actividad de los canales de calcio y de la adenilato ciclasa, que requiere la 
activación de proteínas Gi/o (Okamoto y cols., 1994; Conn y Pin, 1997). La 
reducción de la liberación de glutamato inducida por despolarización se ha  
relacionado con la inhibición de  canales de calcio por las subunidades  
liberadas de los complejos heteroméricos de las proteínas G (O´Connor y cols., 
1999, Millán y cols., 2002a). mGluR7 presenta en su extremo carboxilo terminal  
sitios de interacción con diversas proteínas, de entre las que destaca 
calmodulina (O´Connor y cols., 1999; El Far y cols., 2001). La unión de 
calmodulina impide  la unión de las subunidades a dicho dominio C-
terminal, posibilitando su unión a los canales de calcio y, en consecuencia, la 
inhibición de la transmisión sináptica (O´Connor y cols., 1999). Por otro lado, 
mGluR7 también presenta sitios susceptibles de fosforilación tanto por proteína 
quinasa A (Cai y cols.,2001) como por proteína quinasa C (Nakajima y 
cols.,1999; Dev y cols., 2000). La fosforilación de mGluR7 por PKC antagoniza  
la unión de calmodulina (Nakajima y cols., 1999; Airas y cols., 2001), 
suprimiendo de esta manera la acción inhibidora de la liberación de los mGluR 
del grupo III (Herrero y cols., 1996; Macek y cols., 1998; Millán y cols., 2002a). 
La liberación de glutamato en las sinapsis glutamatérgicas depende 
en gran medida de la actividad de los canales de calcio de tipo P/Q y en menor 
grado de los canales del tipo N (Luebkey cols., 1993; Mintz y cols., 1995; Turner 
y Dunlap 1995; Vázquez y Sánchez-Prieto 1997).  La  extrema importancia de la 
función de los canales de calcio del tipo P/Q en la neurotransmisión se pone 
especialmente de manifiesto en el hecho de que los ratones deficientes en la 
subunidad principal 1A presenten alteraciones en su sistema nervioso (ataxia, 
distonia) (Jun y cols., 1999) que resultan incompatibles con la vida. En cambio, 
los ratones deficientes en la subunidad 1B tienen un periodo de vida normal sin 
aparentes alteraciones en el sistema nervioso (Ino y cols., 2001). Esto estaría de 
acuerdo con el hecho  de que los canales P/Q  sean cuantitativamente más 
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importantes en la neurotransmisión glutamatérgica que los canales N, tanto en 
ratas jóvenes (Takahashi y Momiyama 1993; Luebke y cols., 1993; Wheeler y 
cols., 1994) como en ratas adultas (Scholtz y Miller 1995; Scholtz y Miller 1996; 
Iwashaki y cols., 2000; Millán y cols, 2002b, 2002c). Sin embargo, a pesar de la 
mayor importancia cuantitativa de los canales de calcio de tipo P/Q en la 
transmisión sináptica, en algunas regiones cerebrales como la corteza los 
receptores mGlu7 modulan selectivamente los canales de tipo N  (Millán y cols., 
2002a y 2003; Capogna 2004).  
Además de las vías de señalización indicadas, en células granulares 
de cerebelo transfectadas con mGluR7 somáticos se ha identificado un 
mecanismo de inhibición de los canales  de calcio del tipo P/Q somáticos 
dependiente de la actividad de fosfolipasa C y de PKC (Perroy y cols., 2000). 
Este mecanismo de acción parece incompatible con las numerosas evidencias de 
supresión por PKC de las respuestas a los receptores mGluR del grupo III en 
sinapsis de hipocampo, donde la transmisión sináptica depende en su mayor 
parte de canales P/Q (Wheeler y cols., 1994; Macek y cols., 1998). 
 Con estos precedentes, nos pareció interesante encontrar y definir 
las vías de señalización por las que mGluR7 modula la liberación de glutamato 
asociada a los canales de calcio de tipo P/Q. Dado que, en corteza cerebral, las 
acciones de mGluR7 estás restringidas a los terminaciones sinápticas con 
canales de tipo N, realizamos estos experimentos en terminaciones sinápticas de 
hipocampo. 
 
1.1. L-AP4 inhibe la liberación de glutamato asociada a canales de tipo 
N y P/Q en terminaciones sinápticas de hipocampo. 
  
El incremento en la concentración extracelular del ión potasio da 
lugar a la despolarización de la membrana de los terminales sinápticos (Scott y 
Nicholls, 1980), lo que desencadena la apertura de canales de calcio 
dependientes de voltaje y la liberación del neurotransmisor glutamato. La 
despolarización con altas concentraciones de KCl (30mM) es un método idóneo 
para estudiar modulaciones de canales de calcio dependientes de voltaje ya que,  
en este régimen de estimulación, la liberación de glutamato es totalmente 
independiente de la actividad de los canales de sodio y potasio que, si bien se 
activan en un principio,  se inactivan rápidamente permaneciendo así durante 
el tiempo que dura la despolarización (Tibbs y cols, 1989).  
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La despolarización de terminales sinápticos de hipocampo con KCl 
30mM produjo una liberación de glutamato dependiente de calcio de 2,7 0,15 
nmol de glutamato por mg. de proteína ( error típico, n=14, Figura IV.1A). La 
adición del agonista de los mGluRs del grupo III ácido L-2-amino-4-
fosfonobutírico (L-AP4) a una concentración de 20 M, con objeto de activar los 
receptores metabotrópicos del grupo III de alta afinidad por glutamato 
(mGluR4 y mGluR8), no redujo de forma significativa la liberación (5,6 2,3%; 
n=8; p>0,05). Sin embargo, la liberación de glutamato se redujo 
significativamente (28 1,2% de inhibición respecto a su control, n=8, p<0,05) 
(Fig. IV.1A) cuando los sinaptosomas fueron expuestos a una concentración 
elevada de L-AP4 (1mM) para activar mGluR de baja afinidad por este agonista. 
Puesto que mGluR7 es el único receptor metabotrópico de glutamato del grupo 
III que exhibe baja afinidad por su agonista (Okamoto y cols., 1994), parece 
razonable pensar que este receptor es el responsable de la inhibición de la 
liberación de glutamato en esta preparación de terminales sinápticos de 
hipocampo. 
Para conocer el tipo de canal de calcio que media las acciones 
inhibidoras de mGluR7, primero determinamos la magnitud de la liberación de 
neurotransmisor asociada con los canales de calcio de tipo N y P/Q mediante el 
bloqueo de los mismos con sus antagonistas selectivos, -Conotoxina-GVIA 
(Olivera y cols., 1985) y -Agatoxina-IVA (Mintz y cols., 1995), respectivamente. 
Sorprendentemente, la liberación inducida por KCl fue reducida por -
Conotoxina-GVIA (5,3 2,3%, n=26, p>0,05) sólo de forma marginal, sin 
embargo, -Agatoxina-IVA suprimió completamente la liberación (94,8 1,5%, 
n=15, p<0,001) (Fig. IV.1B). La ausencia de un papel relevante de los canales de 
calcio de tipo N en la liberación de glutamato contradice trabajos previos donde 
se ha demostrado que dichos canales participan en la transmisión sináptica en 
el hipocampo, tanto en experimentos de electrofisiología (Luebke y cols., 1993; 
Takahashi y Momiyama, 1993; Wheeler y cols., 1994) como en experimentos de 
liberación de glutamato (Bradford y Nadler 2004). La adenosina endógena 
podría ejercer una inhibición tónica sobre los canales de calcio tipo N (Manita y 
cols., 2004), por lo que realizamos los experimentos en presencia de adenosina 
desaminasa para eliminar un posible tono inhibidor. En estas condiciones, la 
liberación inducida por KCl aumentó significativamente hasta 3,5 0,1 
(nmol/mg error típico, p<0,05) y  fue reducida un 20,8 0,8% (n=6, p<0,05) tras 
el bloqueo de los canales N con -Conotoxina-GVIA y un 79 4,4% (n=6, 
p<0,001) tras el bloqueo de de los canales P/Q con -Agatoxina-IVA (Fig. 
IV.1D), poniendo de manifiesto la existencia de una pequeña pero significativa 
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contribución de los canales de calcio de tipo N a la liberación de glutamato. El 
antagonista de los canales de calcio de tipo L, nifedipino (10 M), no produjo 
cambios significativos (-0,2 0,8%, n=4, p>0,05) en la liberación de glutamato 
(datos no mostrados), descartando la participación de dichos canales en la 
liberación del neurotransmisor.  En estas condiciones, la inhibición de la 
liberación con L-AP4 20 M no fue significativa (7,6 3,6%, n=4, p>0,05) pero sí 
con L-AP4 1mM (33,0 1,4%, n=10, p<0,001). Una vez desenmascarado el 
componente de liberación asociado a  los canales de calcio de tipo N, 
analizamos su modulación por los mGluR del grupo III; observando que la 
inhibición de la liberación por el agonista (33,0 1,4%, n=10) fue ocluída parcial, 
pero significativamente, tanto por el bloqueo de los canales de calcio tipo N 
como P/Q con -Conotoxina-GVIA (15,6 0,8%, n=6, p<0,05) y -Agatoxina-
IVA (16,9 4,4%, n=6, p<0,05) (Fig. IV.1E), lo que sugiere que el receptor inhibe 
los componentes de liberación asociados a ambos tipos de canales de calcio. 
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Figura IV. 1. La presencia de adenosina desaminasa desenmascara el componente de liberación 
asociado a los canales de calcio de tipo N en botones sinápticos de hipocampo de rata.  
La liberación de glutamato dependiente de calcio inducida por KCl 30mM fue determinada en presencia 
de [Ca2+]ext 1,33mM tanto en sinaptosomas no tratados (-AD) (A) y (B) como en sinaptosomas 
preincubados con adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína, 30 min.) (+AD) (C) (D) y (E), así como en 
ausencia (control) y en presencia de bajas (20 M) y altas (1mM) concentraciones de L-AP4 (A) y (C) 
añadido 30 segundos antes de la despolarización; y en ausencia y presencia de -CoTx-GVIA (2 M) y de 
-Aga-IVA (200nM) añadidas 100 segundos antes de la despolarización (B) y (D). (E), los diagramas de 
barras muestran la magnitud de la liberación acumulada 5 minutos después de la despolarización en 
presencia y ausencia (control) de las toxinas de los canales de calcio, y en ambos casos en presencia y 
ausencia de L-AP4 (1mM). Los datos mostrados representan  la media error típico de 6-26 experimentos 
llevados a cabo en 6-26 preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando 
los resultados con los valores en ausencia de L-AP4 mediante el test de la t de Student: *p<0,05; **p<0,01 y  
***p<0,001. 
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1.2. La reducción en la concentración de Ca2+ extracelular suprime la 
contribución de los canales de tipo N a la liberación de glutamato. 
 
La eliminación de la inhibición tónica por adenosina endógena puso 
de manifiesto la existencia de dos componentes de liberación susceptibles de ser 
modulados por mGluR7 en la preparación de terminaciones nerviosas de 
hipocampo. Como nuestro objetivo es el estudio de los mecanismos de 
señalización por los que mGluR7 reduce la liberación de glutamato asociada a 
los canales de calcio de tipo P/Q, eliminamos la contribución de los canales de 
calcio tipo N a la liberación valiéndonos del peor acoplamiento de estos canales 
a la exocitosis en comparación con los canales de tipo P/Q (Qian y Noebels 
2001, Millán y Sánchez-Prieto 2002c; Millán y cols. 2003). Esto se hace patente al 
determinar la sensibilidad de los dos componentes de liberación a cambios en la 
concentración de calcio extracelular ([Ca2+]ext (Millán y cols., 2002c). Así, el 
descenso de 1,33 a 0,5 mM en dicha concentración redujo significativamente la 
liberación inducida por KCl (de 3,5 0,1 a 2,04 0,1 nmol/ mg de proteína, error 
típico, p; n=3, p<0,001) (Fig. IV.2A), y completamente la contribución de los 
canales de calcio de tipo N a  la liberación de glutamato, como pone de 
manifiesto la falta de efecto de -Conotoxina-GVIA (0,03 0,7%; p=0,9918; n=4) 
así como la completa inhibición de la liberación con -Agatoxina-IVA 
(102,8 1,9%, n=4; p<0,001) (Fig. IV.2A y B). Otra evidencia del débil 
acoplamiento de los canales de calcio tipo N a la exocitosis, la obtuvimos 
realizando los ensayos de liberación de glutamato en presencia de 
concentraciones crecientes del quelante de calcio BAPTA. BAPTA es un 
quelante rápido de calcio que compite con la maquinaria exocitótica por el 
calcio que entra en la terminación nerviosa durante la despolarización 
(Schneggenburger y Neher, 2005). De acuerdo con esto, BAPTA puede bloquear 
la liberación de glutamato si la concentración de tampón en la terminación 
sináptica es suficiente. Así, mientras bajas concentraciones de BAPTA (200nM) 
no afectaron a ninguno de los dos componentes de liberación, ni el sensible a -
Aga-IVA (98,9 3,0% respecto al control sin BAPTA, n=3; p>0,05) ni el sensible a 
-CgTx-GVIA (105,3 5,0%, n=3, p>0,05) (Fig. 2C),  concentraciones más altas 
del quelante de calcio produjeron una pérdida preferente de la liberación 
acoplada a los canales de calcio tipo N. Así, BAPTA 5 M suprimió el 
componente de liberación asociado a canales N (-2,3 1,0% respecto a su control, 
n=3, p 0,001), mientras que aquel asociado a canales de tipo P/Q sólo se redujo 
parcialmente (69,3 7,0% de su control; n=3, p<0,05). Ambos componentes de 
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liberación fueron totalmente suprimidos por una concentración de BAPTA de 
50 M (Fig. IV.2C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 2. Los canales de calcio del tipo P/Q muestran un mejor acoplamiento a la liberación de 
glutamato que los canales de calcio del tipo N en terminaciones sinápticas de hipocampo.  
Los sinaptosomas se incubaron durante media hora en presencia de adenosina desaminasa (1,25 
U/mg proteína). La liberación de glutamato dependiente de calcio inducida por KCl 30mM  (A) y (B) 
se determinó a una [Ca2+]ext de 0,5 mM. Tanto en presencia como en ausencia (control) de -CgTx-
GVIA (2 M) y de -Aga-IVA (200nM) añadidas 100 segundos antes de la despolarización. (B), Los 
diagramas de barras representan la magnitud de la liberación acumulada 5 minutos después de la 
despolarización en las condiciones mostradas en (A). (C), Muestra el porcentaje de liberación tras el 
bloqueo de los canales de calcio tipo N y P/Q con -CgTx-GVIA (componente P/Q, línea contínua) y 
con -Aga-IVA (componente N, línea discontínua), respectivamente, y tras la preincubación de 30 
minutos con diferentes concentraciones de BAPTA-AM. Los resultados representan la media  error 
típico de 3-4 experimentos llevados a cabo en 3-4 preparaciones de sinaptosomas. La significación 
estadística se calculó comparando los resultados con los valores en ausencia de las toxinas mediante el 
test de la t de Student: NS p>0,05 y  *** p<0,001.                    
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1.3. mGluR7 inhibe la liberación de glutamato asociada a los canales de 
tipo P/Q por de un mecanismo sensible a PTx e independiente de las 
actividades de PKC y de PKA. 
 
El hecho de que sólo los canales de calcio de tipo P/Q participen en 
la liberación inducida por KCl en presencia de una concentración de calcio 
extracelular de 0,5mM nos proporciona una herramienta idónea para estudiar la 
modulación que ejerce mGluR7 sobre este tipo de canales de calcio. Bajo estas 
condiciones, una concentración alta de L-AP4 (1mM) inhibió de manera 
significativa la liberación de glutamato (35,0 1,7%, n=21, p<0,001 respecto al 
control sin L-AP4) (Fig. IV.3A). Del mismo modo, el agonista selectivo de 
mGluR7 AMN082 a una concentración de 0,5 µM (Mitsukawa y cols., 2005) 
redujo la liberación de glutamato en un 32,5 2,2%, n=3, p<0,001) (Fig. IV.3B). El 
antagonista de los receptores de glutamato metabotrópicos del grupo III, CPPG 
(Jane y cols., 1995), suprimió totalmente la inhibición de la liberación de 
glutamato por L-AP4 (1,8 0,2%, n=5, p<0,001) (Fig.IV .3B). Por otro lado, esta 
inhibición de la liberación se redujo hasta sólo un 11,8 1,1% en presencia de la 
tóxina pertúsica (PTx, n=7, p<0,001) (Fig. IV.3B), lo que sugiere una implicación 
de proteínas Gi/o en este mecanismo presináptico. 
El inhibidor de fosfolipasa C, U-73122, no alteró significativamente la 
inhibición de la liberación del neurotransmisor  (31,1 2,9%, n=5, p>0,05) (Fig. 
3B), lo que sugiere que PLC no está implicada en este mecanismo de acción de 
L-AP4. Además, ni el inhibidor de amplio espectro de proteínas quinasas 
estaurosporina, ni los inhibidores más específicos de PKC y PKA 
bisindolilmaleimida y H-89 alteraron significativamente la inhibición ejercida 
por L-AP4 sobre la liberación de glutamato (40,9 0,7%, n=5; p>0,05; 33,9 4,7%; 
n=5; p>0,05 y 39,8 4,9%; n=10; p>0,05; respectivamente, Fig. IV. 3B); 
descartandose por tanto la participación de estas dos quinasas en la vía de 
señalización responsable de la inhibición de la liberación. Aunque PKC no 
media la vía de transducción de señales desencadenada por mGluR7, sí está 
ampliamente descrito el efecto supresor que la activación de esta quinasa tiene 
sobre la inhibición presináptica debida a receptores de glutamato 
metabotrópicos (mGluRs) en sinapsis glutamatérgicas (Swartz y cols., 1993; 
Herrero y cols., 1996; Macek y cols., 1998). De acuerdo con estos precedentes, 
observamos que la activación previa de PKC con ésteres de forbol suprimió 
completamente la inhibición por L-AP4 de la liberación evocada (-0,7 1,6%,  de 
inhibición respecto al control sin L-AP4, n=4, p<0,001).  Esta supresión no se 
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produjo cuando previamente se inhibió PKC con estaurosporina y 
bisindolilmaleimida (38,5 1,6%, n=5; p>0,05 y 34,4 5,4%; n=4; p>0,05, 
respectivamente, Fig. IV. 3B). Del mismo modo, la activación de PKA, tras 
aumentar los niveles de AMPc con forskolina, hizo desaparecer en su práctica 
totalidad la inhibición de la liberación de glutamato ejercida por L-AP4 
(4,0 3,7% de inhibición respecto al control sin L-AP4,n=5, p<0,001), siendo este 
efecto prevenido por el inhibidor de PKA H-89 (36,3 4,9%, n=9 p>0,05) (Fig IV. 
3B). 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 3. Caracterización farmacológica de la inhibición ejercida por L-AP4 sobre la liberación 
de glutamato acoplada a los canales de calcio del tipo P/Q en botones sinápticos de hipocampo. 
Los sinaptosomas se incubaron con adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) durante 30 min.(A), 
La liberación de glutamato dependiente de calcio inducida por KCl 30 mM  fue determinada en 
presencia de [Ca2+]ext 0,5mM y tanto en presencia como en ausencia (control) de L-AP4 (1mM), añadido 
30 segundos antes de la despolarización. (B), Porcentaje de inhibición de la liberación de glutamato 
dependiente de calcio. El agonista selectivo de mGluR7 AMN082 (0,5 M) fue añadido 30 segundos 
antes de la despolarización. El antagonista de los receptores mGluR del grupo III CPPG (100 M) se 
añadió 10 segundos antes que el agonista L-AP4. En los experimentos con toxina pertúsica (Ptx + L-
AP4), los sinaptosomas se preincubaron durante 2 horas con la toxina (1,5 g/ml). Los inhibidores de 
proteínas quinasas  estaurosporina a 100nM (Stauros.+L-AP4), bisindolilmaleimida a 1 M 
(Bisindol.+L-AP4) y  H-89 a 10 M (H-89+L-AP4) fueron todos ellos añadidos 30 minutos antes del 
ensayo de liberación, de igual modo se procedió con el inhibidor de PLC U-73122 (2 M). El éster de 
forbol PDBu (1 M) se añadió 10 segundos antes del agonista L-AP4 (PDBu+L-AP4) sólo o tras la 
incubación durante media hora de los sinaptosomas con estaurosporina 100nM (Stauros.+PDBu+L-
AP4) o con bisindolilmaleimida 1 M (Bisindol.+PDBu+L-AP4). El éster de forbol inactivo -PDD fue 
añadido a 1 M 10 segundos antes que el L-AP4 ( -PDD+L-AP4). Forskolina (100 M) se añadió tanto a 
los sinaptosomas no tratados (Forskolina+L-AP4) como a los tratados  durante media hora con H-89 10 
M (H-89+Forskolina+L-AP4). Los resultados expresan la media  error típico de 5-21 experimentos 
llevados a cabo sobre 5-21 preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó 
comparando los resultados con el control (% de inhibición de la liberación por L-AP4) mediante el test 
de la t de Student: NS p>0,05 y  ***p<0,001.  
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1.4. mGluR7 es el único receptor sensible a L-AP4 que se expresa en 
terminaciones sinápticas de hipocampo de rata adulta. 
 
La baja afinidad por el agonista L-AP4 de los receptores 
metabotrópicos de glutamato que median la inhibición de la liberación en 
terminaciones nerviosas de hipocampo parece indicar que se trata de mGluR7. 
Hecho éste que se ve confirmado por la inhibición que ejerce sobre la liberación 
de glutamato el agonista específico de mGluR7, AMN082. No obstante, para 
identificar de forma inequívoca el tipo de receptor responsable de la inhibición 
de la liberación se determinó mediante inmunocitoquímica la distribución de 
los receptores del grupo III que se expresan en el cerebro, mGluR7, 4 y 8. Los 
sinaptosomas se fijaron sobre cubreobjetos tratados con polilisina y se marcaron 
doblemente con un anticuerpo frente a la proteína vesicular sinaptofisina y con 
anticuerpos contra mGluR7, 4 y 8. Los resultados indican que el 37,8 1,5% de 
las partículas que resultaron positivas para sinaptofisina  (587 partículas 
procedentes del análisis de 8 campos) lo fueron también para mGluR7a 
(media error típico, Fig. IV. 4, A-C), mientras que sólo un 2,1 0,3% (de 642 
partículas de 8 campos, Fig5., D-F)  y un 2,3 0,4%(de 702 partículas de 8 
campos, Fig. IV. 4, G-I) lo fueron para mGluR4 y mGluR8, respectivamente. 
Estos resultados corroboran las evidencias obtenidas en los experimentos 
funcionales de liberación de glutamato, que la respuesta a L-AP4 en esta 
preparación de sinaptosomas de botones sinápticos de hipocampo de rata 
adulta está mediada principalmente por mGluR7.  
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Figura IV.  4. mGluR7 es el único receptor mGluR del grupo III  que se expresa en abundancia en la 
preparación de sinaptosomas de hipocampo de rata adulta. 
 Los sinaptosomas de hipocampo de rata se incubaron (2 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) 
a 37oC durante 1 hora; para después ser fijados sobre cubreobjetos tratados con polilisina y teñidos 
con anticuerpos contra mGluR7a, 4a, y 8a, y frente al marcador vesicular sinaptofisina. La localización 
de los anticuerpos se visualizó con los anticuerpos secundarios marcados con los fluróforos Cy2 para 
sinaptofisina (A, D y G) y  Cy3 para mGluR7a, 4a, y 8a (B, E yH). C, F e I muestran la superposición 
de sinaptofisina y cada uno de los receptores, los cuadros insertados en la zona inferior derecha 
muestran  más amplificadas las regiones indicadas por las flechas . La barra corresponde a una escala 
de 2 M. Para cada doble experimento inmunocitoquímico se analizaron 10-18 campos obtenidos de 4-
6 preparaciones de terminales sinápticos. De entre las partículas que resultaron inmunopositivas para 
sinaptofisina, 37,8 1,5%; 2,1 0,3%; 2,3 0,4% expresaron mGluR7a, mGluR4a, y mGluR8a, 
respectivamente. 
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1.5. L-AP4 tambien inhibe la liberación de glutamato acoplada a canales 
de calcio de tipo P/Q en botones sinápticos de cerebelo de ratón. 
 
La inhibición de mGluR7 sobre la liberación acoplada a canales de 
calcio de tipo N y P/Q en terminaciones nerviosas de corteza cerebral e 
hipocampo, respectivamente (Millán y cols., 2002a) es independiente de la 
actividad de PKC. Sin embargo, esta quinasa parece estar involucrada en la 
inhibición de canales de calcio de tipo P/Q somáticos de células granulares 
(Perroy y cols., 2000). Con el fin de determinar si la implicación de PKC es una 
característica propia de la señalización de mGluR7 en el cerebelo, se realizaron 
experimentos con sinaptosomas de terminaciones sinápticas de cerebelo. Dado 
que el cerebelo de ratón presenta una expresión de mGluR7 mucho más 
abundante que el de rata (Kinoshita y cols., 1998), los experimentos de 
liberación de glutamato se hicieron en una preparación de sinaptosomas de 
cerebelo de ratón. Además, estos ensayos se realizaron siempre en presencia de 
adenosina desaminasa para evitar un posible tono inhibidor de adenosina. En 
estas condiciones, la liberación que induce KCl a una concentración extracelular 
de calcio de 0,5mM (1,59 0,1nmol, n=3) fue totalmente suprimida por -
Agatoxina-IVA (102,8 3,1% de inhibición respecto al control sin toxina, n=3, 
p<0,001) poniendo de manifiesto el exclusivo control que los canales de calcio 
de tipo P/Q ejercen sobre la liberación de glutamato en estas condiciones. Al 
igual que se observó en botones sinápticos de hipocampo, la liberación de 
glutamato no se redujo a bajas concentraciones de L-AP4 (20µM) (2,6 2,5%, 
n=3, p>0,05, datos no mostrados), pero sí a concentraciones altas (1mM) 
(35,1 2,9% de inhibición respecto al control sin L-AP4, n=4, p<0,05) (Fig. IV. 5A 
y B). Como ocurría también en la preparación de sinaptosomas de hipocampo, 
dicha inhibición no se vió afectada por el inhibidor de PKC bisindolilmaleimida 
(33,7 3,0%, n=4, p>0,05), mientras que fue totalmente suprimida por la 
activación de esta quinasa con el éster de forbol PDBu (1,7 3,1%, n=7, n=7, 
p<0,001) (Fig. IV. 5C). A la vista de estos resultados, podemos concluir que, en 
los botones sinápticos de cerebelo, mGluR7 inhibe el componente de liberación 
asociado a los canales de calcio del tipo P/Q mediante un mecanismo 
independiente de PKC. 
 
 
 
                      Resultados      
 
                                                                                                              
 133 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 5. Las altas concentraciones L-AP4 inhiben el componente de la liberación acoplado a los 
canales de calcio de tipo P/Q en botones sinápticos de cerebelo de ratón. 
 Los sinaptosomas de cerebelo de ratones  +/+ adultos (3-5 meses) se incubaron en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) durante 30 min. 1 ml de esta suspensión se utilizó para 
determinar la liberación de glutamato. A, La liberación  de glutamato dependiente de calcio en 
presencia de [Ca2+]ext 0,5mM fue reducida por L-AP4 (1mM,  añadido 30 segundos antes de la 
despolarización) y suprimida en su totalidad por -Aga-IVA (200nM), 100 segundos antes de 
despolarizar). B, El diagrama de barras muestra la magnitud de la liberación de glutamato 
dependiente de calcio tras 5 minutos de despolarización en ausencia (control) y presencia de -Aga-
IVA (200nM) o L-AP4 (1mM). C, Los diagramas de barras representan el porcentaje de inhibición tras 
la adición de L-AP4 (1mM) tanto en sinaptosomas no tratados (L-AP4) como en sinaptosomas 
preincubados durante media hora con bisindolilmaleimida 1 M (Bisindol.+L-AP4). El éster de forbol 
PDBu  (1 M, añadido 10 segundos antes que L-AP4) sólo (PDBu+L-AP4) o tras la incubación de los 
sinaptosomas durante media hora con el inhibidor de PKC bisindolilmaleimida (1 M) 
(Bisindol.+PDBu+L-AP4). Los resultados son la media  error típico de 3-7 experimentos llevados a 
cabo en 3-7 preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los 
resultados con los valores control (panel B) o con el % de inhibición por L-AP4 (panel C) mediante el 
test de la t de Student:  NS p>0,05; *p<0,05 y ***p<0,001. 
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1.6. Calmodulina participa en la inhibición del componente P/Q de la 
liberación de glutamato por mGluR7. 
 
La interacción entre Ca2+-calmodulina y el extremo carboxilo 
terminal de mGluR7 es importante para la inhibición presináptica de la 
liberación de glutamato en autapsis de hipocampo y en terminaciones nerviosas 
de corteza cerebral (O´Connor y cols., 1999; Millán y cols., 2002a) pero no para 
la modulación que mGluR7 ejerce sobre las corrientes mediadas por canales  
GIRK (Sorensen y cols., 2002). Para determinar si dicha interacción con 
calmodulina es necesaria en la respuesta de  mGluR7 en los botones sinápticos 
de hipocampo se estudiaron los efectos  del antagonista de calmodulina, 
calmidazolium. Calmidazolium (1µM) no modificó la liberación de glutamato 
inducida por KCl  (2,16 0,13  y 2,12 0,1 nanomoles en ausencia  y en presencia 
de la droga, respectivamente;  n=3;  p>0,05;  Fig. IV. 6A). Sin embargo, el 
antagonista de calmodulina eliminó (1,1 3,6%; n=5; p<0,01) la inhibición de la 
liberación de glutamato inducida por L-AP4 (36,7 5,2%; n=3). Por el contrario,  
como ya se había descrito en autapsis de hipocampo (O´Connor y cols., 1999), el 
antagonista de calmodulina no afectó (58 5,8%; n=5; p>0,05) la inhibición de la 
liberación del agonista del receptor de  adenosina A1, ciclohexiladenosina, 
(57,9 7,3%; n=3) (Figuras IV. 6A y B). 
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1.7. La inhibición de la liberación de glutamato mediada por mGluR7 
no se debe a una disminución de los niveles intracelulares de AMPc.   
 
Está ampliamente descrita la capacidad de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III de reducir la actividad adenilato 
ciclasa y  los niveles de AMPc tanto en sistemas de expresión heteróloga como 
en preparaciones neuronales (Okamoto y cols., 1994; Herrero y cols., 1996; 
Millán y cols., 2002a). Para determinar si la disminución de AMPc es 
responsable de la inhibición de la liberación de glutamato, se midieron los 
niveles intrasinaptosomales de AMPc. Los niveles basales de AMPc (16,3 1,4 
pmol/mg. de proteína SEM, n=3) no se modificaron con L-AP4 (1mM) 
(17,2 2,4; n=3; p>0,05; Fig. IV. 7) lo que descarta que la inhibición de la 
liberación mediada por mGluR7 esté causada por un descenso en los niveles de 
AMPc. 
 
  
Figura IV. 6. El antagonista de calmodulina, calmidazolium, previene la inhibición de la liberación 
de glutamato por L-AP4. 
 Los sinaptosomas de hipocampo de ratas se incubaron durante media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). (A), Liberación de glutamato dependiente de calcio fue 
determinada en presencia de [Ca2+]ext 0,5 mM tanto en sinaptosomas control como en sinaptosomas 
preincubados con calmidazolium 1 M  los  últimos 30 minutos previos a la despolarización. L-AP4 
(1mM) y CHA (1 M ) fueron añadidos 30 segundos antes de despolarizar. B, Los diagramas de barras 
muestran el porcentaje de inhibición de la liberación por L-AP4 y CHA en sinaptosomas control y en 
sinaptosomas tratados con calmidazolium. Los resultados son la media  error típico de 3-5 
experimentos realizados en 3-5 preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó 
comparando los resultados con los valores en ausencia de agonistas mediante el test de la t de 
Student:  NS p>0,05 y  ***p<0,001. 
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1.8. mGluR7 reduce la entrada de calcio mediada por canales de calcio 
de tipo P/Q. 
 
La inhibición de la liberación de glutamato inducida por mGluR7 
podría estar relacionada con una disminución de la  entrada de calcio por  los 
canales de tipo P/Q. Con el fin de examinar esta posibilidad, se midieron los 
cambios en la concentración de calcio citoplásmico libre ([Ca2+]cit) en 
terminaciones sinápticas cargadas con el indicador de calcio fura-2. La adición 
de KCl produjo un  incremento en la [Ca2+]cit que fue en parte transitorio 
cayendo  hasta estabilizarse después de un minuto. Este incremento de la 
[Ca2+]cit hasta la meseta (139,7 15,3 nM, n=4) se redujo con -Conotoxina-GVIA 
hasta 117,7 9,4 nM (n=4) (p>0,05) y hasta 62,9 6,3nM (n=4) con -Agatoxina-
IVA (Fig. IV.  8A). Para aislar el efecto de mGluR7 sobre la entrada de calcio 
mediada por  canales de tipo P/Q, se bloquearon los canales de tipo N con -
CgTx-GVIA. En estas condiciones, -Agatoxina-IVA redujo la [Ca2+]cit  64,7 4,8 
nM (n=6, p<0,01), sin embargo, esta respuesta se ocluyó parcialmente 
(41,9 6,1nM; n=5; p<0,01) en presencia de L-AP4 (Figuras IV. 8A y B). Por tanto, 
mGluR7 reduce la entrada de calcio mediada por canales de tipo P/Q. 
Figura IV. 7. L-AP4 reduce los niveles de AMPc en 
presencia pero no en ausencia de forskolina. 
Los sinaptosomas de hipocampo de rata se incubaron (2 
mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) a 37oC 
durante 30 minutos en presencia de CaCl2 (1,33 mM), 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína)  y 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) (1 mM). Durante  los últimos 5 minutos 
los sinaptosomas se incubaron con L-AP4 1mM  antes de 
cuantificar el AMPc intracelular mediante técnicas de 
radioensayo tal y como se describe detalladamente en 
Materiales y métodos. Se consideró  el nivel de AMPc 
endógeno en ausencia de L-AP4 como valor control. La 
forskolina fue añadida (100 M) 15 minutos antes de la 
medida de AMPc tanto en ausencia como en presencia de L-
AP4. Los resultados representan la media  error típico de 3-
5 experimentos realizados en 3 preparaciones de 
sinaptosomas. La significación estadística se calculó 
comparando los resultados con los valores en ausencia de L-
AP4 mediante el test de la t de Student:  NS p>0,05 y *p<0,05.  
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1.9. La reducción de AMPc inducida por mGluR7 afecta a la 
modulación de la liberación espontánea mediada por canales P/Q.   
 
Aunque los niveles de AMPc no se alteran a las condiciones en que  
L-AP4 inhibe  la liberación inducida por KCl, es posible que esta vía sólo 
contribuya a la inhibición de la liberación  cuando los niveles de AMPc estén 
elevados, como sucede en presencia de forskolina ó tras la activación de 
receptores acoplados a proteínas Gs (Millán y cols., 2002a). En efecto, el 
incremento producido por forskolina (100µM) en los niveles de AMPc en 
terminaciones nerviosas de hipocampo fue menor en presencia de L-AP4 (desde 
17,2 2,4 hasta 46,9 4,8 pmol/mg de proteína, SEM, n=3, p<0,05) que en su 
ausencia  (desde 16,3 1,4 hasta 63,4 2,8;  n=3; p<0,001) como se muestra en la 
figura IV. 7. Es posible, por tanto, que el descenso de AMPc producido por L-
AP4 actúe como freno a la facilitación resultante de la activación de la vía de 
Figura IV. 8. L-AP4 reduce la entrada de calcio mediada por canales de calcio de tipo P/Q en 
botones sinápticos de hipocampo de rata. 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2mg/ml) en un medio HBM con BSA (1mg/ml), y se incubaron 
con fura 2-AM (5 M) durante media hora en presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg 
proteína)   y Ca2+ 2,66mM, seguidamente se lavaron y resuspendieron (0,67 mg/ml) antes del ensayo. 
A, Incremento en [Ca2+]cit inducido por KCl 30 mM en presencia de [Ca2+]ext 1,33mM y en presencia de 
-CgTx-GVIA (2 M) y -Aga-IVA (200nM) añadidas al minuto y a los 2 minutos tras la 
despolarización, respectivamente (primer registro). En los otros dos registros, -CgTx-GVIA se 
añadió 40 segundos antes que KCl , mientras que y -Aga-IVA se añadió nuevamente 2 minutos 
después de la despolarización. En el último registro se añadió también L-AP4 (1mM) 30 segundos 
antes que KCl. B, El diagrama de barras representa el cambio en la [Ca2+]cit  (nM) mediado por canales 
de calcio sensibles a -Aga-IVA tanto en presencia como en ausencia de L-AP4. Los resultados 
representan la media  error típico de 4-6 experimentos realizados en 4-6 preparaciones de 
sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores en 
ausencia de L-AP4 mediante el test de la t de Student: ** p<0,01. 
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señalización dependiente de  AMPc y PKA en las sinapsis glutamatérgicas 
(Weisskopf y cols., 1994; Herrero y cols., 1996). Para estudiar con más detalle 
esta posibilidad, se realizaron experimentos en los que se indujo un incremento 
en la liberación espontánea de glutamato con forskolina  (1,1 0,1 nmol. por mg. 
de proteína, n=5). Este incremento se redujo con el inhibidor de PKA, H-89 
(85,5 8,9% de inhibición respecto al control sin H-89, n=4, p<0,001) y se 
suprimió con el bloqueante de canales de sodio tetrodotoxina  (99,3 2,1%; n=4; 
p<0,001) (Fig. IV. 9A y B), indicando que dicho incremento en la liberación es el 
resultado de la inducción de potenciales de acción sensibles a TTx por 
activación de la vía AMPc/PKA.  El incremento de liberación con forskolina 
también  se redujo con L-AP4 (69,9 4,6%; n=10; p<0,001) (Fig. IV. 9B). Cabe por 
tanto pensar que, si la supresión de la liberación espontánea inducida por L-
AP4 es el resultado de la inhibición de la actividad adenilil ciclasa y del 
consiguiente descenso de AMPc, es de esperar que la acción de L-AP4 resulte 
atenuada cuando la liberación espontánea se induce por  activación directa de 
PKA mediante el análogo de AMPc Sp-8-Br-cAMPS sin activar la adenilato 
ciclasa. Así, la exposición a Sp-8-Br-cAMPS indujo un incremento en la 
liberación de glutamato (1,1 0,1 nmol/mg, n=3) comparable al inducido por 
forskolina (p>0,05) (Fig. IV. 9C y D) que, sin embargo, fue reducido en  menor 
medida por L-AP4 (37,3 7,8%; n=5; p<0,05), confirmando que la inhibición de la 
adenilato ciclasa es importante en esta respuesta de L-AP4. Los experimentos 
con forskolina se realizaron en concentraciones extracelulares de calcio de 1,33 
mM, cabe pensar por tanto, que en esta liberación participan los canales de 
calcio de los tipos N y P/Q. Efectivamente, la adición de  -CgTx-GVIA redujo 
la liberación marginalmente (17,8 4,9%, n=5, p<0,05) mientras - Aga-IVA la 
redujo en mayor grado (83,7 3,1%, n=5, p<0,001) (Fig. IV. 9E). Con el fin de 
estudiar si L-AP4 reducía, en efecto, el componente de la liberación espontánea 
asociado a los canales de calcio de tipo P/Q, los experimentos de liberación 
espontánea se realizaron en presencia de -CgTx-GVIA  evitando así la 
contribución de los canales de tipo N. En estas condiciones, L-AP4 redujo la 
liberación espontánea en un  63,6 3,6% (n=5, p<0,001) (Fig. IV. 9F), lo que 
indica que, el descenso en los niveles de AMPc originado por mGluR7 es, por 
tanto, capaz de modular el componente de la liberación espontánea asociado a 
la actividad de los canales de calcio de tipo P/Q.   
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Figura IV. 9. L-AP4 redujo el componente P/Q 
de la liberación espontánea por inhibición de la 
adenilato ciclasa. 
Los sinaptosomas de hipocampo de rata adulta se 
incubaron 30 min. en presencia de adenosina 
desaminasa (1,25 U/mg proteína) para, a 
continuación, determinar la liberación de 
glutamato inducida por forskolina 100 M (A) o 
por Sp-8-Br-cAMPS 1 mM (C) a una [Ca2+]ext de 
1,33mM. Los diagramas de barras B y D 
representan la magnitud de la liberación 
espontánea de glutamato (media  error típico, 
n=4-10) inducida por forskolina o Sp-8-Br-cAMPS 
(Sp) durante 10 minutos. En los experimentos con 
H-89, los sinaptosomas fueron preincubados  con 
el inhibidor de PKA (10 M) durante media hora 
(H-89+Forsk). La tetrodotoxina (1 M) se añadió 1 
minuto antes de la forskolina (TTx+Forsk). L-AP4 
(1mM) fue añadido 30 segundos antes que 
forskolina o Sp-8-Br-CAMPS. E, Liberación de 
glutamato inducida por forskolina en presencia 
de  -CgTx-GVIA (2 M) o -Aga-IVA (200nM) 
añadidas 100 s. antes que forskolina. F, El 
diagrama de barras muestra la reducción por L-
AP4 (1mM) de la liberación inducida por 
forskolina en presencia de CgTx-GVIA (2 M).  
La significación estadística se calculó comparando 
los resultados con los valores con forskolina 
(panel B)  o con los valores en ausencia de L-AP4 
(panel D y F) mediante el test de la t de Student: *  
p<0,05  y ** *p<0,001.  
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2. La inhibición de la liberación mediada por mGluR7 tiene 
lugar en botones sinápticos que también expresan receptores 
GABAB y adenosina A1. 
 
En las sinapsis del sistema nervioso central la liberación de 
neurotransmisores se inicia por la apertura de canales de calcio dependientes de 
voltaje. La liberación de glutamato depende fundamentalmente de los canales 
de calcio de tipo P/Q y N (Luebke y cols., 1993; Mintz y cols., 1995; Turner y 
Dunlap, 1995; Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997), distribuidos heterogéneamente 
en las terminaciones nerviosas. De este modo, mientras que, en algunos botones 
la liberación de neurotransmisores sólo recae en canales de tipo N o P/Q, en 
otros, ambos subtipos contribuyen a la liberación (Millán y cols., 2002b; Reid y 
cols., 2003). Se ha observado que, durante el desarrollo, se pasa de una situación 
en la que diversos tipos de canales (canales P/Q, N y R) controlan la 
transmisión sináptica, a una situación en la que un solo tipo de canal controla 
prácticamente toda la liberación de neurotrasnmisores  (Wu y cols., 1999; 
Iwasaki y cols., 2000; González-Inchauspe y cols., 2007). No obstante, en la 
corteza cerebral de animales adultos, una fracción sustancial de la liberación de 
glutamato permanece controlada por canales N (Vázquez y Sánchez-Prieto, 
1997; Iwasaki y cols., 2000; Millán y cols., 2002a, 2003). Además, mediante 
estudios de imagen de calcio en terminaciones sinápticas individuales, se ha 
observado que los canales calcio de tipo N y P/Q se encuentran  segregados en 
la rata adulta y se expresan en diferentes subpoblaciones de terminales 
nerviosos (Millán y cols., 2003). Esta separación entre botones con canales N y 
botones con canales P/Q podría conferir propiedades diferenciales a las 
sinapsis ya que los sitios de liberación controlados por canales de tipo N y P/Q 
presentan distintas propiedades, incluyendo su modulación por receptores de 
glutamato acoplados a proteínas G (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox., 1997; 
González-Inchauspe y cols., 2007). 
Está descrito que receptores acoplados a proteínas G, GPCRs, tales 
como el receptor de adenosina A1, de GABAB o el receptor de glutamato mGlu7, 
inhiben la transmisión sináptica excitadora (Wu y Saggau, 1994, 1995) y que  
estos receptores ponen en marcha vías de señalización  acopladas de forma 
negativa a la actividad de los canales de calcio y a la adenilato ciclasa (Yawo y 
Chuhma, 1993; Millán  y cols., 2002a, 2003; Pelkey y cols., 2006). Es conocido 
que los terminaciones sinápticas de corteza cerebral expresan receptores mGlu7, 
con una baja afinidad por al agonista L-AP4 (Okamoto y cols., 1994) y cuya 
activación inhibe la liberación de glutamato (Gereau y Conn, 1995; Macek y 
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cols., 1998; Millán y cols., 2002a, 2003; Capogna, 2004; Pelkey y cols., 2006; 
Ladera y cols., 2007). Recientemente, combinando experimentos de 
inmunocitoquímica e imagen de calcio en botones individuales, se ha descrito 
que los receptores A1, GABAB y mGlu7 coexisten en una subpoblación de 
botones sinápticos de corteza cerebral de rata adulta y que comparten  las vias 
de señalización intracelulares responsables de la inhibición de la liberación, lo 
que posibilita la integración de sus respuestas. De esta manera, la co-adición de 
los agonistas de los receptores mGlu7, adenosina A1 y GABAB inhibe la 
liberación de glutamato inducida por la activación de adenilato ciclasa con 
forskolina a concentraciones que no tienen efecto cuando se aplican 
individualmente, sin embargo, cuando los tres receptores se estimulan con 
concentraciones de agonista altas, tiene lugar una clara oclusión de sus 
respuestas (Ladera y cols., 2007). Esta oclusión de respuestas inhibidoras de los 
receptores GABAB, adenosina A1 y mGluR del grupo III también se ha 
observado en las sinapsis del cáliz de Held (Kimura y cols., 2003; Takahashi y 
cols., 2004). Parece probable que la coexpresión de estos receptores tenga lugar 
en terminaciones con canales de calcio de tipo N, ya que el bloqueo de estos 
canales con la toxina específica  -conotoxina-GVIA suprime la inhibición de la 
liberación de glutamato  mediada por los receptores mGluR7, GABAB y A1 
(Ladera y cols., 2007). En el mismo sentido apunta el hecho de que los 
receptores acoplados a proteínas G inhiban preferentemente canales de calcio 
de tipo N (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; González-Inchauspe y cols., 
2007).  
Con estos precedentes, parece interesante determinar si la oclusión 
de las respuestas inhibidoras iniciadas por los receptores A1, GABAB y mGlu7 
tiene lugar preferentemente en botones sinápticos que expresan canales de 
calcio de tipo N. Para ello, hemos preparado sinaptosomas de ratones carentes 
de la subunidad 1B de este tipo de canales de calcio (ratones 1B -/-) (Ino y 
cols., 2001). A diferencia de los ratones que carecen de canales de calcio de tipo 
P/Q, que mueren a las dos o tres semanas de vida (Jun y cols., 1999), los ratones 
que carecen de canales N  presentan un fenotipo sin alteraciones aparentes y 
una expectativa de vida normal (Ino y cols., 2001), lo que podría explicarse por 
la compensación con canales de calcio de tipo P/Q ya que se ha observado un 
aumento en la expresión de la subunidad principal de los canales de calcio de 
tipo P/Q en la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo de estos ratones que 
carecen de canales N (Takahashi y cols., 2004).  La pérdida de los canales del 
tipo N conlleva, no obstante, algunos cambios fenotípicos como son  
alteraciones en la percepción de los estímulos dolorosos (Kim y cols., 2001; 
Saegusa y cols., 2002), hiperactividad , alteraciones en el ritmo circadiano y de 
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la función simpática (Ino y cols., 2001), así como alteraciones   de los procesos 
de plasticidad sináptica a corto (González-Inchauspe y cols., 2007) y a largo 
plazo (Jeon y cols., 2007), cambios en el comportamiento (Beuckmann y cols., 
2003; Nakagawasai y cols., 2010, Kim y cols., 2009) y en el aprendizaje y 
memoria espaciales (Jeon y cols., 2007).   
 
2.1. mGluR7 inhibe exclusivamente la liberación de glutamato y la 
entrada de calcio controladas por canales de calcio de tipo N en 
terminaciones sinápticas de corteza cerebral de ratón. 
 
En los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones control ( 1B +/+), 
la liberación de glutamato inducida con KCl 30 mM (3,84 ± 0,3 nmol de 
glutamato por mg. de proteína ± error típico, n=9) fue reducida por el agonista 
de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III, L-AP4, en un 26 ± 
1,0% (n=8, p<0,05). El bloqueante de canales de calcio de tipo N, -conotoxina-
GVIA, también redujo la liberación en una magnitud similar (28,6 ± 3,1%, n=8, 
<0,01). Esta última respuesta se ocluyó completamente (4,3 ± 3,9%; n=8; p>0,05) 
por la activación previa de mGluR7 con L-AP4 (Fig. IV. 10A y B). Por el 
contrario, a pesar de que el bloqueante de canales de calcio de tipo P/Q, -
agatoxina-IVA, produjo una fuerte reducción de la liberación de glutamato (77,0 
± 4,2%, n=7, p<0,001), esto no afectó a la inhibición por L-AP4, que se mantuvo 
en un 23,0 ± 5,2% (n=6, p<0,001, Fig. IV. 10A y B). Los cambios en la 
concentración de calcio libre en el citoplasma ([Ca2+]cit) en terminaciones 
sinápticas cargadas con la sonda  fura-2 también apoyaron la conclusión de que 
mGluR7 inhibe preferentemente el componente de liberación de glutamato 
asociado a canales de calcio de tipo N. Así, el incremento en la concentración de 
calcio citosólico libre ([Ca2+]cit) inducido por KCl 30 mM se redujo tanto tras la 
adición de -conotoxina-GVIA (17,0 ± 1,0 nM, n=7, p<0,05) como de -
agatoxina-IVA (57,2 ± 2,2 nM, n=7, p<0,01). Sin embargo, L-AP4  ocluyó sólo la 
respuesta a -conotoxina-GVIA, que pasó a ser de solo 4,5 ± 3,3 nM  (n=7, 
p<0,01) mientras que la respuesta a -agatoxina-IVA permaneció inalterada 
(51,0 ± 3,1 nM, n=7, p>0,05, Fig. IV. 10C, D y E). En consecuencia, podemos 
relacionar la activación de los receptores mGluR7 en terminaciones sinápticas 
de corteza de ratón con la inhibición de la liberación y de la entrada de calcio 
mediados por canales de tipo N.  
Para confirmar la asociación entre receptores mGlu7 y canales de 
calcio de tipo N preparamos sinaptosomas de corteza cerebral de ratones que 
carecen de la subunidad principal ( 1B) del canal de calcio de tipo N (ratones 
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1B -/-) (Ino y cols., 2001). En las terminaciones sinápticas de los ratones 1B -/- , 
el bloqueo de los canales N con -conotoxina-GVIA no afectó  ni a la liberación 
de glutamato (-2,6 ± 3,5% de inhibición respecto a al control, n=6, p>0.05)  ni a 
la entrada de calcio inducida por KCl 30 mM (-2,3 ± 1,2 nM, n=9, p>0,05).  En 
cambio, el bloqueante de canales P/Q, -agatoxina-IVA, suprimió en su 
totalidad la liberación de glutamato (98,9 ± 2,4%, n=5, p<0,001) y redujo 
considerablemente la entrada de calcio (51,8 ± 4,2 nM, n=7, p<0,001, fig. IV. 10F-
J).  Además, en estos ratones 1B -/-,  L-AP4 tampoco modificó ni la liberación 
de glutamato (5,6 ± 1,9%, n=7, p>0,05) ni el cambio  en la concentración de el 
calcio libre citosólico (-2,3 ± 1,2 nM, n=7, p>0,05).  Por tanto, podemos concluir 
que, en los botones sinápticos de corteza cerebral de ratón adulto, mGluR7 
inhibe específicamente la liberación de glutamato acoplada a canales de calcio 
de tipo N. 
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Figura IV. 10. mGluR7 inhibe exclusivamente el componente de liberación y entrada de Ca2+ 
controlado por canales N en terminaciones sinápticas de corteza cerebral. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). La liberación de glutamato inducida con KCl 30 mM  en 
presencia de [Ca2+]ext 1,33mM, se determinó en terminales de ratones  1B +/+ (A y B) y   1B -/- (F y 
G), en presencia y ausencia (control) de L-AP4, y en presencia y ausencia de las toxinas añadidas antes 
de la despolarización a los tiempos indicados: -CoTx-GVIA (2 M, 100 s.); -AgaTx-IVA (200nM, 100 
s.) y L-AP4 (1mM, 30 s.). (B y G) Diagramas que representan la liberación acumulada tras 5 min. de 
despolarización bajo las condiciones mencionadas. El incremento en la concentración citosólica de 
Ca2+  libre ([Ca2+]cit  inducido con KCl 30 mM en presencia de [Ca2+]ext 1,33mM se determinó en 
sinaptosomas de ratones  1B +/+ (C y E) y   1B -/- (H y J).  Las toxinas -CoTx-GVIA (2 M) y  -
AgaTx-IVA (200nM) se añadieron, respectivamente, 1 min. y 2 min. tras la despolarización. L-AP4 
1mM se añadió  40 s. antes de la despolarización. (D e I) detalles de las respuestas a -CoTx-GVIA y 
-AgaTx-IVA recuadradas en C y H. (E y J) Diagramas que muestran la magnitud de la entrada de 
Ca2+ sensible a las toxinas en ausencia y en presencia de L-AP4. Los resultados representan la media ± 
error típico de 7-9 experimentos  realizados en 7-9 preparaciones de sinaptosomas. La significación 
estadística se calculó comparando los resultados con los valores control (ya sea en ausencia de toxinas 
o en ausencia de L-AP4) mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001. 
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2.2. La expresión de mGluR7 en la corteza cerebral no se altera en los 
ratones que carecen de canales N. 
 
La falta de modulación por mGluR7 de la liberación de glutamato 
que tiene lugar en los botones sinápticos de los ratones 1B -/- podría explicarse 
tanto por una pérdida de expresión de receptores mGluR7  en los botones 
sinápticos de estos ratones como por un acoplamiento deficiente del receptor a 
su vía de señalización. Para resolver esta cuestión, se determinó mediante 
inmunocitoquímica la expresión de  mGluR7 y del resto de receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III presentes en cerebro, tanto en 
botones sinápticos de ratones 1B -/- como  1B +/+.   
En la corteza cerebral de ratones  1B +/+ , del total de botones que 
resultaron inmunopositivos para la proteína de referencia presináptica 
sinaptofisina (7.856 de 81 campos analizados), el 25,1 ± 1,9% también fueron 
inmunorreactivos para mGluR7a mientras que   las proteínas mGluR4a y 
mGluR8a sólo se expresaron en un 2,7 ± 0,9% y 5,1 ± 0,9% de los botones, 
respectivamente (Fig. IV. 11A-D).  Por tanto, estos datos están de acuerdo con 
los resultados de liberación de glutamato que indican que, igual que en 
sinaptosomas de hipocampo, las respuestas a L-AP4 de las terminaciones 
sinápticas de corteza cerebral se deben al receptor de baja afinidad mGlu7. Esto 
mismo ha sido descrito en trabajos previos con sinaptosomas de corteza 
cerebral de rata (Millán y cols., 2002a, 2003; Ladera y cols., 2007). La expresión 
de los receptores mGlu del grupo III en los terminaciones  de corteza cerebral 
de ratones 1B -/- fue similar a de los ratones control ( 1B +/+). Así, el 27,1 ±  
1,8% de las partículas inmunorreactivas para sinaptofisina (7.611 de 78 campos 
analizados) también lo fueron para mGluR7a; mientras que apenas se detectó 
marcaje positivo para mGluR4a y mGluR8a (4,2 ± 0,9% y 5,2 ± 1,2%, 
respectivamente, fig. IV. 11E-H). Por tanto, la falta de modulación de la 
liberación de glutamato observada en ratones 1B -/- a pesar de la presencia de 
mGluR7  conduce a la conclusión de que, por algún motivo, este receptor no es 
capaz de inhibir la actividad de los canales de calcio de tipo P/Q. 
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Figura IV. 11. La expresión de mGluR7  no  se altera  en botones sinápticos de ratones  1B -/-.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron (2 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) a 37oC durante 1 hora; para después ser fijados sobre cubreobjetos previamente tratados con 
polilisina  y teñidos con anticuerpos policlonales de cobaya contra contra mGluR4a (1 g/ml), mGluR8a 
(1 g/ml) o mGluR7a (1 g/ml), y con el anticuerpo monoclonal de ratón contra la proteína vesicular 
sinaptofisina (1:100). La localización de los anticuerpos se visualizó con los fluocromos Cy3 para 
sinaptofisina y Alexa 488 para mGluR4a, 8a y 7a en botones sinápticos tanto de ratones  1B +/+ (A-C) como 
 1B -/- (E-G). Los cuadros insertados en la zona superior derecha muestran ampliada la región del campo 
señalada mediante flechas. Los histogramas muestran el contenido relativo (%) en receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III respecto de los botones sinápticos inmunopositivos para 
sinaptofisina. Para cada experimento se analizaron 78-81 campos obtenidos de 5-6 preparaciones de botones 
sinápticos. La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores 
correspondientes en sinaptosomas de ratones α 1B +/+ mediante el test de la t de Student: NSp>0,05. 
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2.3. La pérdida del canal de calcio de tipo N no afecta a la inhibición de 
la  adenilato ciclasa por mGluR7. 
 
Tras confirmar la presencia del receptor mGlu7 en las terminaciones 
de corteza cerebral de ratones 1B -/-  decidimos estudiar si, a diferencia de la 
inhibición de los canales de calcio, el receptor conservaba el acoplamiento a 
otras vías de señalización. Los receptores metabotrópicos de glutamato del 
grupo III inhiben la adenilato ciclasa (Okamoto y cols., 1994; Conn y Pin, 1997; 
Millán y cols., 2002a) y esta disminución de los niveles de AMPc contrarresta el 
incremento de la liberación espontánea de glutamato provocado por la 
activación de la vía AMPc/PKA con forskolina (Weisskopf y cols., 1994; 
Herrero y Sánchez-Prieto, 1996). Por ello, determinamos la liberación de 
glutamato inducida por forskolina en presencia y ausencia del agonista L-AP4 
en ratones 1B +/+ y en ratones 1B -/-.  
En los botones sinápticos de ratones control, forskolina incrementó la 
liberación espontánea de glutamato hasta 1,6 ± 0,1 nanomoles (n=9; fig. IV. 12A 
y B). Ésta liberación no fue modificada por la activación con L-AP4 20 M de los 
receptores metabotrópicos de glutamato de alta afinidad del grupo III (1,5 ± 0,1 
nmol. de glutamato, n=5, p>0,05). Sin embargo, la liberación se redujo 
ampliamente tras la activación de los receptores mGlu7 con L-AP4 1 mM (0,2 ± 
0,1 nomol. de glutamato, n=5, p<0,001; fig. IV. 12A  y B).  
De igual modo, en los ratones 1B -/-, la liberación de glutamato inducida 
con forskolina (1,6 ± 0,1 nmol.; n=8) no se redujo en presencia de L-AP4 20 M 
(1,7 ± 0,2 nmol., n=5, p>0,05) pero sí lo hizo por la activación de mGluR7 con L-
AP4 1mM (0,2 ± 0,1 nmol., n=8, p<0,001, fig. IV. 12C y D).  Por tanto, este 
resultado sugiere que, en los ratones 1B -/-, a diferencia de lo que ocurre con la 
acción inhibidora sobre los canales de calcio dependientes de voltaje, el receptor 
mGlu7 sí conserva su capacidad para acoplarse negativamente a la vía de la 
adenilato ciclasa y PKA. 
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2.4. En los botones sinápticos de corteza cerebral, la oclusión de las 
respuestas de los receptores mGlu7, GABAB y adenosina A1 se limita a 
la liberación de glutamato mediada por canales de calcio de tipo N. 
 
Ya ha sido descrito que, aparte de mGluR7, otros receptores 
acoplados a proteínas G como los receptores de adenosina A1 y de GABAB 
también inhiben la transmisión sináptica (Wu y Saggau, 1994, 1995b). En los 
sinaptosomas de corteza cerebral, la activación de los receptores A1, con el 
agonista CHA, y de los receptores GABAB , con el agonista baclofén, redujo la 
liberación de glutamato en los ratones control ( 1B +/+) (38,3 ± 0,6%, n=3, y 22,9 
± 0,9%, n=3, fig. IV. 13A), respectivamente. Si los receptores mGlu7, GABAB y 
adenosina A1 estuvieran expresados en diferentes terminaciones nerviosas, la 
respuesta inhibidora esperada tras una activación simultánea de los mismos, 
sería la suma aritmética de las respuestas inhibidoras individuales. Sin 
embargo, la coadición de los tres agonistas redujo la liberación en sólo un 47,7 ± 
5,9% (fig. IV. 13A, barra contínua), magnitud significativamente  menor 
Figura IV. 12. El agonista L-AP4 reduce la liberación de glutamato inducida por forskolina en 
terminaciones sinápticas de corteza cerebral de ratones α 1B -/-.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron durante media hora, en 
presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). La liberación de glutamato  se detrminó en 
presencia de Ca2+ 1,33mM en ratones  1B +/+  (A y B)  y   1B -/- (C y D) y en ambos casos en ausencia 
(control) y en presencia de forskolina 100 M. En los experimentos con forskolina, también se 
determinó la liberación de glutamato tras añadir L-AP4 20 M o L-AP4 1mM 30 segundos antes de 
forskolina. En los paneles A y C sólo se muestran los experimentos con L-AP4 1mM . Los histogramas 
(By D) representan la liberación acumulada tras 10 min con las condiciones indicadas. Los datos 
representan la media ± SEM de 5-9 experimentos realizados en 5-9 preparaciones de sinaptosomas.  
La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores en ausencia de L-
AP4 mediante el test de la t de Student:  NSp>0,05 y ***p<0,001. 
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(p<0,05) que la respuesta inhibidora resultante de la suma aritmética de las 
respuestas individuales de los tres receptores (87,3 ± 1,5%, n=3, fig. IV. 13A, 
barra discontínua). Esta  oclusión de las respuestas sugiere que estos tres 
receptores se coexpresan en una misma población de terminaciones sinápticas. 
Dado que las respuestas a mGluR7 sólo tienen lugar en terminaciones 
sinápticas que contienen canales de calcio de tipo N, parece lógico pensar que la 
oclusión debe restringirse a esos botones sinápticos y que, por tanto, la 
supresión del componente de liberación asociado a canales N debe eliminar esta 
oclusión de las respuestas.   
Como ya se ha explicado con anterioridad, los canales de calcio de 
tipo N son menos eficientes en su acoplamiento a la liberación de glutamato 
que los canales P/Q (Wu y cols., 1999; Millán y cols., 2003; González-Inchauspe 
y cols., 2007); por lo que una manera de eliminar la contribución de los canales 
N a la liberación es disminuyendo la concentración extracelular de calcio 
([Ca2+]ext) (Millán y cols., 2003). A la [Ca2+]ext de 0,5 mM, -conotoxina-GVIA no 
redujo la liberación de glutamato (-2,4 ± 1,0%, n=4, p>0,05). Además, la 
liberación fue suprimida en su totalidad por  -agatoxina-IVA (101,6 ± 1,5%, 
n=4, fig. IV. 13B), lo que indica que, en estas condiciones, la liberación de 
glutamato es controlada exclusivamente por canales de calcio de tipo P/Q. La 
reducción de la [Ca2+]ext disminuyó la respuesta inhibidora  a CHA (30,6 ± 3,3%, 
n=5) y suprimió casi en su totalidad las respuestas inducidas por baclofén y L-
AP4   (4,8 ± 4,3%, n=4, y 7,7 ± 3,3%, n=3, fig. IV. 13C). Hecho éste que sugiere 
una restricción de la oclusión de las respuestas inhibidoras de los tres 
receptores a terminaciones sinápticas con canales N. Además, en las 
condiciones mencionadas de calcio extracelular reducido, la activación 
simultánea de los tres receptores redujo la liberación de glutamato en un 36,2 ± 
5,3% (n=6; fig. IV. 13 C, barra contínua), una magnitud similar (p>0,05) a la 
calculada en el supuesto de que los tres receptores se situaran en botones 
sinápticos distintos y que su respuesta inhibidora fuera el resultado de la suma 
aritmética de las respuestas individuales (43,2  ± 6,4%; fig. IV. 13C, barra 
discontínua). Por tanto, la pérdida de oclusión de las respuestas inhibidoras 
cuando la liberación está controlada exclusivamente por canales de tipo P/Q 
supone una robusta evidencia de que los tres receptores sólo se coexpresan en 
las terminaciones sinápticas con canales de calcio de tipo N y no en las 
terminaciones que contienen canales P/Q. 
Además de la reducción de la concentración de calcio extracelular, 
como método alternativo para eliminar la contribución de los canales N a la 
liberación de glutamato se prepararon  sinaptosomas de ratones que carecen de 
la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N. En las terminaciones sinápticas 
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de corteza cerebral de estos ratones, se determinaron las respuestas inhibidoras 
inducidas por CHA (18,0 ± 4,2%, n=6), L-AP4 (5,6 ± 1,9%, n=7) y baclofén (5,7 ±  
2,9%, n=5, fig. IV. 13D). La inhibición de la liberación tras la activación 
simultánea de los tres receptores metabotrópicos (34,0 ± 3,6%, n=5) fue de 
magnitud similar (p>0,05) a la suma aritmética de las respuestas inhibidoras 
individuales (29,3 ± 5,4%, fig. IV. 13D). Dado el mejor acoplamiento de los 
canales de calcio de tipo P/Q a la liberación de glutamato,  es posible que parte 
de las respuestas inhibidoras estén enmascaradas. De manera que, aunque 
reducida, la entrada de calcio sea suficiente para mantener la exocitosis. Por 
ello, pensamos que la reducción de la concentración extracelular de calcio 
debería hacer más patentes los efectos inhibidores de los receptores sobre la 
liberación de glutamato. De este modo, mientras que las modulaciones por 
CHA (24,2 ± 1,7%, n=3) y L-AP4 (5,1 ± 2,0%, n=3) no se incrementaron (p>0,05) 
al reducir la concentración de calcio extracelular a 0,5mM, la inhibición de la 
liberación de glutamato por baclofén sí se hizo patente (35,3 ± 4,6%, n=4, 
p<0,001; fig. IV. 13E), lo que contrasta con la ausencia de modulación por este 
agonista en condiciones de alta concentración de calcio extracelular. Esta 
ganancia de función mediada por receptores GABAB podría reflejar un cambio 
adaptativo ante la pérdida de función de los receptores mGlu7 en los ratones 
que han perdido  el canal de calcio de tipo N. No obstante, a pesar del 
incremento de la inhibición por baclofén, la magnitud de la liberación tras la 
coactivación de los tres receptores (66,5 ± 6,0, n=4; fig IV. 13 E, barra contínua) 
fue similar (p>0,05) a la suma de las inhibiciones individuales (64,6 ± 5,3; fig. IV. 
13E, barra discontínua).  Por tanto, en los ratones que carecen de canales N, los 
receptores GABAB y adenosina A1 se expresan en poblaciones de terminaciones 
sinápticas distintas, de lo que se infiere que la presencia de receptores mGluR7 
funcionales parece que es un requerimiento necesario para que tenga lugar la 
coexpresión de los tres receptores metabotrópicos. 
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Figura IV. 13. En  los terminales de corteza cerebral, la oclusión de las respuestas de los receptores 
mGlu7, GABAB y adenosina A1 se limita a la liberación mediada por canales de Ca2+  de tipo N.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron durante media hora en 
presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). (A, C, D y E), % de inhibición de la 
liberación de glutamato dependiente de Ca2+  inducida por KCl 30 mM, en presencia de los agonistas 
L-AP4 (1mM), baclofén (20 M) y CHA (1 M) añadidos simultáneamente o por separado 30 segundos 
antes de la despolarización en sinaptosomas de ratones  1B +/+ (A y C) y  1B -/- (D y E) y en 
presencia de [Ca2+]ext 1,33mM (A y D)  o [Ca2+]ext 0,5mM (C y E). Las columnas de trazo continuo 
muestran los resultados experimentales mientras que las de trazo discontínuo representan la 
inhibición teórica resultante de la suma de las inhibiciones observadas para cada agonista añadido 
por separado. B, Liberación de glutamato dependiente de calcio inducida por KCl 30 mM en 
terminales sinápticos de ratones   1B +/+ en un medio con una [Ca2+]ext de  0,5 mM, tanto en 
presencia como en ausencia (control) de las toxinas de canales de Ca2+  -CoTx-GVIA (2 M) y  -
AgaTx-IVA (200nM) añadidas 100 segundos antes de despolarizar. Los resultados representan la 
media ± SEM de n=3-7 experimentos realizados en 3-7 preparaciones de sinaptosomas. La 
significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores teóricos para una 
inhibición aditiva mediante el test de la t de Student: NSp>0,05 y *p<0,05.  
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2.5. Los receptores mGlu7 modulan la liberación de glutamato y la 
entrada de calcio asociadas  tanto a canales de calcio de tipo N como  de 
tipo P/Q en terminaciones sinápticas de hipocampo de ratón. 
 
Una posible explicación del hecho de que la oclusión de las 
respuestas de los tres receptores quede restringida al componente de la 
liberación de glutamato controlado por canales de calcio de tipo N podría ser la 
mayor susceptibilidad de estos canales de calcio a la modulación por proteínas 
G (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; González-Inchauspe y cols., 2007). 
Para abordar esta posibilidad se usaron botones sinápticos de hipocampo 
donde, como antes hemos puesto de manifiesto, los receptores mGlu7 modulan 
la liberación de glutamato asociada tanto a canales de calcio de tipo N como de 
tipo P/Q. En terminaciones sinápticas de hipocampo de ratones control ( 1B 
+/+), -conotoxina-GVIA y -agatoxina-IVA redujeron la liberación de 
glutamato un 25,6 ± 1,8% (n=8, p<0,001) y un 81,8 ± 3,0% (n=7, p<0,001), 
respectivamente (Fig. IV. 14A y B). Además, la inhibición de la liberación por L-
AP4 (35,7 ± 2,8%; n=9; p<0,001) fue ocluida en parte tanto por -conotoxina-
GVIA (14,6 ± 3,3%; n=8, p<0,001) como por -agatoxina-IVA (18,2 ± 3,7%; n=6; 
p<0,001; fig. IV. 14A y B). De acuerdo con estos resultados, los experimentos de 
medida de calcio intrasinaptosomal  revelaron que mGluR7 reduce la entrada 
de calcio mediada tanto por canales de tipo N como de tipo P/Q. De este modo, 
el incremento en la concentración citosólica de calcio ([Ca2+]cit) inducido por 
KCl 30 mM fue reducido tanto por -conotoxina-GVIA (41,3 ± 2,1 nM; n=4; 
p<0,05) como por -agatoxina-IVA (123,4 ± 3,2 nM; n=4; p<0,001; fig. IV. 14C, D 
y E). Además, L-AP4 suprimió la respuesta a -conotoxina-GVIA (-0,1 ± 1,8 nM; 
n=5; p<0,001) y atenúo la respuesta a -agatoxina-IVA (90,3 ± 6,0 nM; n=7; 
p<0,01; fig. IV. 14C, D y E). Por tanto, en los botones sinápticos de hipocampo 
de ratones 1B +/+,  mGluR7 modula la entrada calcio controlada tanto por 
canales de calcio de tipo N como de tipo P/Q. 
En las terminaciones sinápticas de hipocampo de ratones 1B -/-  la 
liberación de glutamato recae exclusivamente sobre canales de calcio de tipo 
P/Q (97,9 ± 5%, n=5, p<0,001), esta liberación resultó inhibida 
significativamente por L-AP4 (25,7 ± 1,4%; n=5, p<0,05; fig. IV. 12F y G). De 
acuerdo con esto, el incremento en la concentración citosólica de calcio inducido 
por KCl no se redujo en presencia de -conotoxina-GVIA (-1,1  ± 2,3 nM, n=5, 
p>0,05) siendo, en cambio, fuertemente inhibido por -agatoxina-IVA  (145,0 ± 
6,3 nM; n=5; p<0,001). Esta inhibición resultó en parte ocluida por L-AP4 (100,5 
± 7,4 nM; n=4; p<0,01; fig. IV. 14H, I y J). Por tanto, los receptores mGlu7 
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reducen la entrada de calcio controlada por canales de calcio de tipo P/Q en los 
botones  de hipocampo de ratones que carecen del canal de calcio de tipo N. 
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Figura IV. 14. mGluR7 inhibe la liberación de glutamato y la entrada de Ca2+ controladas tanto por 
canales de tipo N como P/Q en botones sinápticos de hipocampo  
Los sinaptosomas de hipocampo de ratones adultos se incubaron media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). La liberación de glutamato inducida con KCl 30 mM  en 
presencia de [Ca2+]ext 1,33mM se determinó en terminales de ratones  1B +/+ (A y B) y   1B -/- (F y G), 
en presencia y ausencia (control) de L-AP4, y en presencia y ausencia de las toxinas añadidas antes de 
la despolarización a los tiempos indicados: -CoTx-GVIA (2 M, 100 s.); -AgaTx-IVA (200nM, 100 s.) 
y L-AP4 (1mM, 30 s.). (B y G) Liberación acumulada tras 5 min. de despolarización bajo las 
condiciones mencionadas. El incremento en la concentración citosólica de Ca2+  libre ([Ca2+]cit  inducido 
con KCl 30 mM en presencia de [Ca2+]ext 1,33mM se determinó en sinaptosomas de ratones 1B +/+ (C 
y E) y  1B -/- (H y J).  Las toxinas -CoTx-GVIA (2 M) y  -AgaTx-IVA (200nM) se añadieron, 
respectivamente, 1 min. y 2 min. tras la despolarización. L-AP4 1mM se añadió  40 s. antes de la 
despolarización. (D e I) detalle de las respuestas a -CoTx-GVIA y -AgaTx-IVA recuadradas en C y 
H. (E y J) Magnitud de la entrada de Ca2+ sensible a las toxinas en ausencia y en presencia de L-AP4. 
Los resultados representan la media ± error típico de 7-9 experimentos  realizados en 7-9 
preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los resultados con 
los valores control (ya sea en ausencia de toxinas o en ausencia de L-AP4) mediante el test de la t de 
Student: NSp>0,05; *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001. 
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2.6. La oclusión de las respuestas de los receptores mGlu7, GABAB y 
adenosina A1 también afecta a la liberación de glutamato mediada por 
canales de calcio de tipo P/Q en botones sinápticos de hipocampo. 
 
Además de los receptores mGlu7, se ha descrito que los receptores 
adenosina A1 y GABAB también modulan la transmisión sináptica en el 
hipocampo (Wu y Saggau, 1994, 1995b). En consecuencia, nos preguntamos si 
estos últimos también modulan la liberación controlada por canales de calcio de 
tipo P/Q en las terminaciones nerviosas hipocampales de ratones control ( 1B 
+/+). Así, observamos que las respuesta inhibidoras de baclofén (38,9 ± 1,2%; 
n=4; p<0,001) y de CHA (52,5 ± 1,9%; n=4; p<0,001) fueron parcialmente 
ocluidas tras el bloqueo tanto de los canales de calcio de tipo N (13,8 ± 2,2%; 
n=3; p<0,01 y 28,0 ± 2,5%; n=4, p<0,001; respectivamente) como de los canales 
de calcio de tipo P/Q (16,7 ± 3,4%; n=4; p<0,01 y 23,1 ± 3,2%; n=3; p<0,001; 
respectivamente) (fig. IV. 15A y B). Podemos concluir, por tanto,  que los 
receptores GABAB y adenosina A1 modulan tanto la liberación de glutamato 
acoplada a canales de calcio de tipo N como P/Q en  los ratones control ( 1B 
+/+). En los ratones que han perdido el canal de calcio de tipo N ( 1B -/-) y, por 
tanto, también la liberación asociada al mismo; permanecieron las respuestas 
inhibidoras de baclofén (30,4 ± 4,8%; n=3; p<0,01) y CHA (38,5 ± 5,2%; n=6; 
p<0,01). Además, como cabía esperar, dichas respuestas inhibidoras fueron 
insensibles al bloqueo de los canales N con  -conotoxina-GVIA (28,7 ± 4,0%; 
n=3; p<0,01 y 43,9 ± 5,6%; n=5; p<0,01; para baclofén y CHA, respectivamente; 
fig. IV 13C y D) resultando, por el contrario, ocluidas en su totalidad con el 
bloqueante de los canales P/Q, -agatoxina-IVA  (2,2 ± 2,1%; n=3; p>0,05 y 2,1 
± 6,7%; n=3; p>0,05; fig. IV 15C y D). Por tanto, en los ratones 1B -/-  los 
receptores GABAB y adenosina A1 mantienen su modulación sobre la liberación 
de glutamato asociada al canal de calcio de tipo P/Q. 
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Figura IV. 15. Los receptores GABAB y adenosina A1 inhiben la liberación de glutamato mediada 
tanto por canales de Ca2+ de tipo N como de tipo P/Q en los botones sinápticos de hipocampo. 
Los sinaptosomas de hipocampo de ratones adultos durante media hora en presencia de adenosina 
desaminasa (1,25 U/mg proteína). La liberación de glutamato dependiente de calcio inducida por 
KCl 30mM en presencia de [Ca2+]ext 1,33mM fu determinada  tanto en terminales sinápticos de ratones 
 1B +/+ (A y B) como  1B -/-  (C y D) en presencia y en ausencia (control) de bloqueantes de canales 
de Ca2+  , además de en presencia y en ausencia de baclofén y CHA añadidos previamente a la 
despolarización a los tiempos indicados acontinuación: -CoTx- -AgaTx-IVA 
(200nM, 100 s.); baclofén (20 M, 30 s.) y CHA (1 M, 30 s.). Los histogramas B y D muestran la 
liberación acumulada tras 5 minutos de despolarización con las condiciones mencionadas. Los datos 
representan la media ± SEM de 3-6 experimentos realizados en 3-6 preparaciones de sinaptosomas.  
La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores control (ya sea en 
ausencia de agonistas o en ausencia de toxinas) mediante el test de la t de Student:  NSp>0,05; **p<0,01 
y ***p<0,001. 
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A continuación, pasamos a analizar si el fenómeno de convergencia 
de respuestas inhibidoras de los receptores de GABAB, adenosina A1 y mGlu7 
que observamos en la corteza cerebral también tiene lugar en las terminaciones 
nerviosas hipocampales. La activación simultánea de los tres receptores tuvo 
como resultado una inhibición  de la liberación de glutamato (70,1 ± 3,7%; n=9) 
de magnitud significativamente menor (p<0,001) que la inhibición teórica 
esperada por activación independiente de los receptores (129,2 ± 3,6%; fig. IV. 
16A). Dado que, en los botones sinápticos de hipocampo, las respuestas 
inhibidoras de los tres receptores dependen de la actividad tanto de los canales 
de calcio de tipo N como de tipo P/Q, realizamos experimentos de liberación de 
glutamato en presencia de una concentración de calcio extracelular ([Ca2+]ext) de 
0,5mM para suprimir la contribución de los canales de calcio de tipo N a la 
liberación (Millán y cols., 2003) y así poder determinar si el fenómeno de la 
oclusión de las respuestas inhibidoras afecta también a la liberación asociada a 
canales de calcio de tipo P/Q.  En efecto, a la [Ca2+]ext de 0,5 mM, la liberación 
de glutamato fue suprimida en su totalidad por  -agatoxina-IVA  (102,1 ± 
7,5%; n=4; p<0,001) resultando, en cambio, insensible al bloqueo de los canales 
N (-3,0 ± 1,1%; n=3; p>0,05; fig. IV. 16B). En estas condiciones, L-AP4, baclofén y 
CHA inhibieron la liberación de glutamato  en un 26,0 ± 2,7% (n=3), 36,2 ± 2,5% 
(n=4) y 60,5 ± 2,2% (n=4), respectivamente (fig. IV. 16C). Cabe resaltar el hecho 
de que la magnitud de la respuesta inhibidora por coactivación de los tres 
receptores (71,2 ± 4,1%; n=4) fue significativamente menor (p<0,001) que la 
esperada por la simple adición de las respuestas de cada una de forma 
independiente (122,7 ± 4,2%; n=4; fig. IV. 16C). Por tanto, esta fuerte oclución de 
las respuestas puso de manifiesto que estos receptores coexisten, al menos en 
una subpoblación de botones sinápticos hipocampales que contienen canales de 
calcio de tipo P/Q. 
Para confirmar el hecho de que la actividad de los receptores de 
mGlu7, GABAB y adenosina A1 converge en sitios de liberación controlados por 
canales de calcio de tipo P/Q realizamos ensayos de liberación de glutamato en 
ratones con ausencia del canal de calcio de tipo N ( 1B -/-), donde la liberación 
de glutamato está controlada exclusivamente por canales de calcio de tipo P/Q. 
Así, en los botones sinápticos de hipocampo de estos ratones, tanto L-AP4 como 
baclofén y CHA inhibieron la liberación de glutamato en un 25, 7 ± 1,4% (n=5); 
30,4 ± 4,8% (n=3) y 38,5 ± 5,3% (n=6), respectivamente (fig. IV. 16D). De nuevo, 
la magnitud de la inhibición tras la activación simultánea de los  tres receptores 
(55,7 ± 9,5%; n=3) fue significativamente menor (p<0,05) que la esperada para  
una activación independiente de los mismos (94,2 ± 7,0%; fig. IV. 16D). Por 
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tanto, queda demostrada la coexistencia de los tres receptores en terminaciones 
nerviosas de hipocampo con canales de calcio de tipo P/Q. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 16. La oclusión de las respuestas de los receptores mGlu7, GABAB y adenosina A1 
también afecta a la liberación mediada por canales de calcio  de tipo P/Q en terminaciones 
sinápticas de hipocampo. 
Los sinaptosomas de hipocampo de ratones adultos se incubaron durante media hora en presencia 
de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). (A, C, y D), inhibición (%) de la liberación de 
glutamato dependiente de Ca2+  inducida por KCl 30 mM, en presencia de los agonistas L-AP4 
(1mM), baclofén (20 M) y CHA (1 M) añadidos simultáneamente o por separado 30 segundos antes 
de la despolarización en terminales de ratones  1B +/+ (A y C) o  1B -/- (D) y en presencia de Ca2+ 
1,33mM (A y D)  o Ca2+ 0,5mM (C). Las columnas de trazo continuo muestran los resultados 
experimentales mientras que las de trazo discontínuo representan la inhibición teórica resultante de 
la suma de las inhibiciones observadas para cada agonista añadido por separado. B, Liberación de 
glutamato dependiente de calcio inducida por KCl 30 mM en terminales sinápticos de ratones   1B 
+/+ en un medio con Ca2+ 0,5 mM tanto en presencia como en ausencia (control) de las toxinas de 
canales de Ca2+  -CoTx-GVIA (2 M) y  -AgaTx-IVA (200nM) añadidas 100 segundos antes de 
despolarizar. Los resultados representan la media ± SEM de n=3-7 experimentos realizados en 3-7 
preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los resultados 
con los valores teóricos para una inhibición aditiva mediante el test de la t de Student: NSp>0,05 y 
*p<0,05.  
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3. Propiedades diferenciales de los botones sinápticos que 
expresan canales de calcio de tipo N ó canales de tipo P/Q.  
 
La exocitosis de los neurotransmisores, incluido el glutamato, se 
inicia con la activación de los canales de calcio dependientes de voltaje de los 
tipos N, P/Q y R (Westenbroeck y cols., 1992; 1995 y 1998). Como ya se ha 
mencionado con anterioridad, en muchas sinapsis, durante el desarrollo hay 
una disminución de la liberación controlada por canales de tipo N en favor de 
la liberación acoplada a canales de tipo P/Q. Además, se observa la sustitución 
de  la acción cooperativa de diversos tipos canales de calcio débilmente 
acoplados a la exocitosis (N, P/Q y R) por el control casi exclusivo por canales 
de calcio de tipo P/Q, eficientemente acoplados a la liberación de glutamato 
(Fedchyshyn y Wang, 2005). No obstante, en las terminaciones sinápticas de 
corteza cerebral,  los canales de tipo N aún controlan una parte importante de la 
liberación de glutamato en animales adultos (Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997; 
Iwasaki y cols., 2000; Millán y cols., 2002a, 2003). Por otro lado, los 
experimentos de imagen de calcio de botones sinápticos individuales han 
puesto de manifiesto la segregación entre canales de calcio de tipo N y P/Q en 
distintas subpoblaciones de botones sinápticos (Millán y cols., 2003). Por tanto, 
la existencia de botones sinápticos con distinto tipo de canales de calcio suscita 
interés acerca de la posible existencia de propiedades diferenciales.  
En el apartado 2 de Resultados se han analizado algunas diferencias 
en la dotación de receptores presinápticos de las terminaciones que contienen 
canales de tipo N o P/Q,  poniendo de manifiesto que la coexistencia de los 
receptores de adenosina A1, GABAB y mGlu7 sólo tiene lugar en botones 
sinápticos que presentan canales de calcio de tipo N. Hecho éste que podría 
estar de acuerdo con la mayor susceptibilidad a la modulación por proteínas G 
que se ha observado para este tipo de canales (Zhang y cols., 1996).   
Por otro lado,  parece que ambos tipos de canales de calcio difieren 
en su grado de acoplamiento a la exocitosis, siendo éste mayor para los canales 
de tipo P/Q tanto en los botones sinápticos de la corteza cerebral (Millán y 
Sánchez-Prieto, 2002) como en los de hipocampo (fig. IV.2, apartado 2). 
Por tanto, con el objetivo de explorar las diferentes propiedades de la 
liberación de glutamato de las terminaciones sinápticas con canales N y en 
terminaciones sinápticas con canales P/Q, hemos aislado cada uno de los dos 
componentes de liberación tanto farmacológicamente, mediante el uso de 
bloqueantes específicos de estos dos tipos de canales, como mediante el uso de 
ratones carentes de la subunidad principal del canal de calcio de tipo N (ratones 
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1B -/-, Ino y cols., 2001), en los que toda la liberación de glutamato pasa a estar 
controlada exclusivamente por canales de tipo P/Q.  
 
3.1. Los canales de calcio de tipo N están peor acoplados a la exocitosis 
de glutamato que los canales de tipo P/Q. 
 
Para analizar las posibles diferencias entre las propiedades del 
acoplamiento a la exocitosis de los botones sinápticos que contienen canales de 
tipo N o de tipo P/Q,  determinamos la liberación de glutamato inducida con 
KCl 30 mM en presencia de concentraciones crecientes de calcio extracelular así 
como de las toxinas bloqueantes de los canales de calcio de tipo N, -
conotoxina-GVIA, y de tipo P/Q, -agatoxina-IVA.  
En los botones sinápticos de los ratones control ( 1B +/+), la 
liberación de glutamato inducida con KCl en presencia de una concentración de 
calcio extracelular ([Ca2+]ext) de 1,33 mM alcanzó 4,2 ± 0,3 nmol. (n=5) y la 
contribución de los dos tipos de canales a la misma fue de 1,56 ± 0,2 nmol.  de 
glutamato en el caso de los canales de tipo  N y de 3,05 ± 0,2 nmol. en el caso de 
los de tipo P/Q. A medida que la concentración de  [Ca2+]ext  disminuyó, lo hizo 
también la contribución de los canales de calcio de tipo N, de manera que a una 
[Ca2+]ext  de 0,5 mM no se detectó liberación mediada por estos canales (0,04 ± 
0,1 nmol de glutamato, n=5, p<0,01 comparada con la liberación a [Ca2+]ext  de 
1,33 mM). Por el contrario, esta  misma caída en la  ([Ca2+]ext  no afectó a la 
liberación de glutamato acoplada a los canales de calcio de tipo P/Q, que se 
mantuvo en 2,93 ± 0,2 nmol (n=5, p>0,05; fig. IV. 17A).  Otra evidencia del 
eficiente acoplamiento de los canales de calcio de tipo P/Q a la liberación de 
glutamato se obtuvo al observar que incluso una disminución de la [Ca2+] hasta 
0,1 mM  un 40,5 ± 5,0% (n=5, p<0,001) del componente de liberación asociado a 
estos canales (fig. IV. 17A). Con el fin de descartar que el distinto acoplamiento 
a la liberación de los canales N y P/Q pudiera ser debido a la inhibición por 
proteínas G (Zhang y cols., 1996; González-Inchauspe), realizamos estos 
mismos experimentos tras inactivar las proteínas G i/o con toxina pertúsica 
observando que no se afectó la dependencia a la  [Ca2+]ext  del componente N de 
la liberación de glutamato. Por tanto, la distinta dependencia de la [Ca2+]ext   de 
la liberación mediada por canales N y P/Q parece ser una propiedad intrínseca 
de los canales, probablemente relacionada con una mayor distancia de los 
canales de tipo N a los sitios de liberación de glutamato, como indica la mayor 
sensibilidad a los quelantes de calcio de la liberación acoplada a este tipo de 
canales de calcio (fig. IV. 2) (Wu y cols., 1999). 
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En los botones sinápticos de los ratones que carecen de la subunidad 
1B del canal de Ca2+ de tipo N (ratones 1B -/-), en los que toda la liberación de 
glutamato está controlada por canales de calcio de tipo P/Q, la liberación de 
glutamato inducida por KCl en presencia de [Ca2+]ext  de 1,33 mM (4,23 ± 0,4 
nmol., n=5) fue similar a la de los animales control (p>0,05). Como cabía 
esperar, dicha liberación no resultó afectada por el bloqueo con -conotoxina-
GVIA de los canales de calcio de tipo N (4,25 ± 0,28 nmol., n=5, p>0,05) (fig. IV. 
17B), pero sí fue suprimida en su totalidad tras el bloqueo de los canales de 
calcio de tipo P/Q con -agatoxina-IVA (0,01 ± 0,1 nmol., n=5, p<0,001). Por 
otra parte, a diferencia de lo encontrado en los botones sinápticos de ratones 
control, la disminución de [Ca2+]ext   de 1,33 mM  a 0,5 mM no alteró la 
liberación de glutamato (4,28 ± 0,42 nmol.; n=5; p>0,05) en las terminaciones 
sinápticas de los animales 1B -/-. Además, la liberación resistió la disminución 
de la [Ca2+]ext  hasta 0,1 mM,  en la que ésta se reduce hasta el 48,4 ± 5,6% del 
control (n=5; p<0,001; fig. IV 17B). Estos datos muestran el fuerte acoplamiento 
a la liberación de los canales de tipo P/Q en los ratones 1B -/-. La supresión 
mediante toxina pertúsica de la inhibición tónica por proteínas Gi/o de los 
canales de calcio tampoco modificó la dependencia a la [Ca2+]ext   de la 
liberación de glutamato en las terminaciones sinápticas de los animales 1B -/-. 
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3.2. Los botones sinápticos con canales de calcio de tipo N presentan 
mayor facilitación de la liberación por ésteres de forbol. 
 
Está ampliamente descrita la capacidad de los ésteres de forbol para 
potenciar la liberación de glutamato mediante diversos mecanismos entre los 
que se incluyen cambios en la actividad de los canales de calcio (Stea y cols., 
1995) y de potasio (Zhang y cols., 2001), en el reservorio de vesículas dispuestas 
para la liberación (Stevens y Sullivan, 1998), en la sensibilidad de la maquinaria 
exocitótica al calcio (Wu y Wu, 2001), en la fosforilación de la proteína munc 18 
(Wierda y cols., 2007) así como en la actividad de la proteína munc 13 (Rhee y 
cols., 2002). En la preparación de sinaptosomas, además de por los ésteres de 
forbol (Barrie y cols., 1991; Herrero y cols., 1992a), la liberación de glutamato 
también se incrementa por la activación de receptores metabotrópicos de 
glutamato del grupo I (Herrero y cols., 1992b; 1994; Rodríguez-Moreno y cols., 
1998). Dado que la liberación de glutamato inducida por KCl depende de la 
actividad de canales de calcio de tipo N y P/Q (Vázquez y Sánchez-Prieto, 
1997) decidimos analizar el efecto de los ésteres de forbol sobre la liberación 
Figura IV. 17. La presencia de PTx no modifica el peor acoplamiento de los canales de Ca2+ de tipo 
N a la liberación de glutamato.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos tanto  1B +/+  (A) como  1B -/- (B)  se 
incubaron (0,67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 2 horas, en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) durante la última media hora. La liberación de glutamato 
dependiente de Ca2+ inducida con KCl (30 mM) se determinó en presencia de  diferentes 
concentraciones de CaCl2  extracelular ([Ca2+]ext) y tras la adición de -CgTx-GVIA (2 M, 
Componente P/Q) o de -AgaTx-IVA (200nM, Componente N)  100 segundos antes de despolarizar.  
La magnitud de los componentes de liberación en presencia de Ca2+ 1,33mM y en ausencia de toxinas  
fue tomada como 100%. Además, la magnitud de la liberación bajo las condiciones indicadas también 
se determinó tras la incubación de los sinaptosomas durante 2 horas en presencia (símbolos rellenos, 
línea continua) o ausencia (símbolos vacíos, línea discontinua) de PTx (1,5 mg/mL). Los datos 
representan la media ± SEM de 5 experimentos realizados en 5 preparaciones de sinaptosomas. 
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asociada a canales de calcio de tipo N, en presencia de -agatoxina-IVA; así 
como sobre la liberación acoplada a canales de tipo P/Q, en presencia de -
conotoxina-GVIA.  
El bloqueante de algunos canales de K+, 4-aminopiridina (4-AP), 
controla la excitabilidad de la terminación sináptica y las posibles fluctuaciones 
del potencial de membrana (Thesleff, 1980); lo que posibilita la génesis 
espontánea de potenciales de acción, con la consiguiente apertura de canales de 
calcio dependientes de voltaje y la exocitosis de neurotransmisores (Tibbs y 
cols., 1989, 1996). Dado que la estimulación prolongada (5 minutos) con 4-AP 
1mM causa el agotamiento completo del reservorio de vesículas de glutamato  
(Herrero y cols., 1996; Sistiaga y Sánchez-Prieto, 2000a, 200b), estos 
experimentos se realizaron con una concentración de 4-AP de 20 M con el fin 
de inducir una liberación submáxima de glutamato que permita observar el 
efecto potenciador de los ésteres de forbol.  
En los botones sinápticos de ratones 1B +/+, la liberación de 
glutamato inducida por 4-AP 20 M, en ausencia de toxinas de canales de 
calcio, fue de 2,12 ± 0,18 nmol. (n=5). Dicha liberación se redujo hasta 1,52 ± 0,06 
nmol. (n=5) en presencia de -conotoxina-GVIA y hasta 0,61 ± 0,01 nmol. (n=5) 
tras la adición de -agatoxina-IVA (fig. IV. 18A y B). En estas mismas 
condiciones, el incremento neto inducido por el éster de forbol 4- -forbol-12, 13-
dibutirato (PDBu) en la liberación fue de 1,00 ± 0,05 nmol. (n=5, p<0,01) en 
ausencia de toxinas, y de 0,56 ± 0,06 nmol. (n=5, p<0,001) y 0,60 ± 0,05 nmol. 
(n=5, p<0,001), en presencia de -conotoxina-GVIA ó de -agatoxina-IVA, 
respectivamente (fig. IV 18A y B). Dado que la liberación de glutamato 
controlada por canales de calcio de tipo N fue menor que la controlada por 
canales de tipo P/Q, el grado de facilitación de la liberación acoplada a los 
canales N (99,0 ± 0,14%, n=5) fue significativamente mayor (p<0,001) que el de 
la liberación asociada a canales de calcio de tipo P/Q (37,0 ± 0,18%, n=5) (fig. 
IV. 18 C).  
En los botones sinápticos de ratones 1B -/-, la liberación de 
glutamato inducida por 4-AP 20 M fue  de 1,87 ± 0,17 nmol. (n=5) en ausencia 
de bloqueantes de canales de calcio; de 1,80 ± 0,12 nmol. (n=5) con -
conotoxina-GVIA y de 0,03 ± 0,05 nmol. (n=5) con -agatoxina-IVA (fig. IV. 18 
D y E). En condiciones paralelas, el incremento neto en la liberación de 
glutamato producido por PDBu fue de 0,57 ± 0,04 nmol. (n=5, p<0,05) en 
ausencia de toxinas, de 0,67 ± 0,05 (n=5, p<0,05) en presencia de  -conotoxina-
GVIA y de 0,10 ± 0,08 nmol. (n=5, p>0,05) tras la adición de -agatoxina-IVA 
(fig. IV. 18 D, E y F). Estos datos indican que los botones sinápticos de los 
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animales 1B -/- resultaron menos susceptibles a la facilitación por ésteres de 
forbol (p<0,05) que los de ratones 1B +/+ (fig. IV. 18 C y F). Este resultado 
estaría en concordancia con la pérdida del componente de liberación acoplado a 
los canales da calcio de tipo N, que según hemos observado (fig. IV. 18 C), 
presenta mayor susceptibilidad a la facilitación con ésteres de forbol que el 
componente asociado a canales de calcio de tipo P/Q. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 18. Los botones sinápticos de los ratones α 1B -/-  presentan una menor potenciación de la 
liberación de glutamato inducida por PDBu. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos  1B +/+  (A-C) y  1B -/- (D-F) se incubaron 
en presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) durante media hora. La liberación de 
glutamato dependiente de Ca2+ inducida con 4- aminopiridina (4-AP) 20 M en presencia de  CaCl2 
1,33 mM se determinó en presencia o ausencia (control) de PDBu 1 M añadido 40 s. antes de 
despolarizar, y tanto en presencia como en ausencia (control) de las toxinas de canales de Ca2+  -
CgTx-GVIA (2 M) o -AgaTx-IVA (200nM) añadidas 100 s. antes que 4-AP. Los histogramas B y E 
muestran la liberación acumulada tras 5 min. de despolarización bajo las condiciones mencionadas. 
Los histogramas C y F representan la facilitación inducida por PDBu (%)  asociada con los canales tipo 
N y P/Q. Se tomó como 100% el valor correspondiente en ausencia de PDBu. Los datos representan la 
media ± SEM de 5-6 experimentos realizados en 5-6 preparaciones de sinaptosomas. La significación 
estadística se calculó comparando los resultados con los valores en ausencia de PDBu (paneles B y E) o 
con los valores en ausencia de las toxinas de canales de Ca2+ (histogramas C y F) mediante el test de la 
t de Student: NSp>0,05; *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001. 
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3.3. La pérdida del canal de calcio de tipo N no alteró la sensibilidad al 
calcio de la maquinaria exocitótica. 
 
Para analizar las posibles diferencias en la sensibilidad al calcio de la 
maquinaria exocitótica entre ratones control y ratones 1B -/-  se requerían unas 
condiciones de ensayo en las que la liberación de glutamato fuera 
independiente de la apertura de los canales de calcio. Para ello, recurrimos al 
ionóforo de calcio ionomicina, que se inserta en la membrana plasmática 
originando poros por los que el calcio extracelular accede a la maquinaria 
exocitótica provocando una liberación de glutamato indpendiente de la 
actividad de los canales de calcio (Jovanovic y cols., 2000). No obstante, para 
evitar una apertura espontánea de los canales de calcio dependientes de voltaje, 
los ensayos de liberación de glutamato se llevaron a cabo en presencia del 
bloqueante inespecífico de canales de Ca2+,  CdCl2 30 M.  
La liberación basal de glutamato fue de 1,31 ± 0,03 nmol. (n=5) en 
los botones sinápticos de los animales control y de 1,44 ± 0,11 nmol. en las 
terminaciones sinápticas de ratones 1B -/- . Dicha liberación se incrementó en 
presencia de ionomicina 2 M, tanto en  animales control (0,67 ± 0,03 nmol., 
n=7) como en ratones 1B -/- (0,64 ± 0,06 nmol., n=10; p>0,05) (fig. IV. 19A, B y 
C). Por tanto, podemos pensar que las maquinarias exocitóticas de las 
terminaciones sinápticas de los ratones 1B +/+ y 1B -/-  presentan una 
sensibilidad al calcio similar.  
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Figura IV. 19. Los botones sinápticos de los ratones α 1B -/-   no presentan alteraciones en la 
sensibilidad al Ca2+ de la maquinaria exocitótica.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones  1B +/+  (A) y  1B -/- (B)   se incubaron durante 
media hora en presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). La liberación de glutamato 
se determinó en presencia  de [Ca2+]ext 1,33mM y de  CdCl2 30 M  para bloquear todos los canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje, y en presencia y ausencia  (control) del inóforo ionomicina (2 M). El 
histograma C muestra la magnitud de la liberación inducida por ionomicina durante 5 minutos en 
sinaptosomas de ratones   1B +/+ y   1B -/- .  Los datos representan la media ± SEM de 5-10 
experimentos realizados en 5-10 preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó 
comparando los resultados con los valores de los ratones  α 1B +/+ mediante el test de la t de Student:  
NSp>0,05. 
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4. Facilitación de la liberación de glutamato por mGluR7.  
 
Como ya se ha descrito, el receptor mGlu7 pertenece al grupo III de 
los receptores metabotrópicos de glutamato, que se localizan en la zona activa 
presináptica (Shigemoto y cols., 1996) donde actúan como autorreceptores que 
inhiben la liberación de glutamato (Forsythe y Clements, 1990; Gereau y Conn, 
1995; Herrero y cols., 1996). El mecanismo de señalización puesto en marcha 
por mGluR7 para inhibir la liberación de neurotransmisor implica la activación 
de proteínas Gi/o que inhiben la actividad de los canales de calcio activados 
por voltaje y de la adenilato ciclasa (Millán y cols., 2002a) así como de la  propio 
proceso de exocitosis (Blackmer y cols., 2005).  
Sin  embargo, la señalización de mGluR7 no se restringe a estas vías. 
Así, también se sabe que receptores mGlu7 transfectados en células granulares 
de cerebelo inhiben corrientes de calcio somáticas mediante un mecanismo que 
implica la activación de PLC y la hidrólisis de fosfatidilinositol (4, 5)-bifosfato 
(PIP2) para producir inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). De este 
modo, el primero provoca la liberación da calcio de los reservorios 
intracelulares, mientras el segundo activa a la proteína quinasa C (PKC) (Perroy 
y cols., 2000). Sin embargo, se desconoce si los receptores mGlu7 endógenos, 
expresados en su localización natural, la zona activa presináptica, también 
activan esta vía de señalización de PLC así como la repercusión de la misma en 
la liberación de glutamato. 
Está ampliamente descrito que los ésteres de forbol, análogos 
estables del producto endógenos de PLC, DAG, potencian la transmisión 
sináptica mediante el aumento de la liberación de neurotransmisor (Herrero y 
cols., 1992a; Parfitt y cols., 1993; Stea y cols., 1995; Zhang y cols., 2001; Stevens y 
Sullivan, 1998; Wu y Wu, 2001; Rhee, 2001; Wierda y cols., 2007). Durante 
mucho tiempo, se ha mantenido que la señalización por DAG en las sinapsis 
estaba mediada fundamentalmente por la acción de PKC sobre la actividad de 
canales de calcio y potasio así como sobre proteínas de la maquinaria 
exocitótica. Aparte de la activación de PKC, se ha descrito que los ésteres de 
forbol también pueden activar la proteína munc 13-1, una proteína presináptica 
que juega un papel esencial en la preparación de vesículas para su liberación 
(Betz y cols., 1998; Rhee y cols., 2002).  
A priori se podría pensar que un receptor presináptico capaz de 
activar PLC, debería potenciar la liberación de glutamato ya que, en neuronas 
de hipocampo, la activación de  la PLC presináptica por estimulación de alta 
frecuencia resulta en la potenciación sináptica debida al aumento en la 
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liberación de neurotransmisor (Rosenmund y cols., 2002). Por otro lado, la 
estimulación de alta frecuencia debe producir un incremento en la liberación de 
glutamato suficiente para activar receptores de baja afinidad como mGluR7 
(Pelkey y cols., 2005), por tanto, parece razonable pensar que dichos receptores 
podrían activar a la PLC presináptica y mediar así el incremento de la liberación 
de glutamato. Por ello, decidimos analizar si, en una preparación de botones 
sinápticos de corteza cerebral, donde ya hemos establecido que mGluR7 inhibe 
la liberación de glutamato, el receptor también tiene la capacidad de 
desencadenar una vía de señalización que conduzca a la facilitación de la 
liberación de neurotransmisor.  
 
4.1. La exposición prolongada al agonista L-AP4 hizo patente una 
respuesta facilitadora mediada por mGluR7. 
 
Para analizar las vías de señalización activadas por mGluR7 en las 
terminaciones sinápticas de corteza cerebral de rata adulta, primero 
determinamos la expresión de este receptor. Para ello, se realizaron 
experimentos de inmunocitoquímica con sinaptosomas fijados en cubreobjetos 
y doblemente marcados con anticuerpos frente a la proteína vesicular 
sinaptofisina, así como frente a los receptores metabotrópicos de glutamato 
sensibles a L-AP4 que se expresan en el cerebro (4, 7 y 8). De este modo, del 
total de botones sinápticos que contenían sinaptofisina (1.148 partículas de 7 
campos), un 30,0 ± 1,2% (media ± error típico) de los mismos también resultó 
inmunopositivo para isoforma del receptor mGluR7a (fig. IV. 20A y D) mientras 
que sólo un 1,4 ± 0,5% (de 1.616 partículas de 8 campos analizados) y un 1,6 ± 
0,6% (de 989 partículas de 8 campos analizados) resultaron inmunorreactivas 
para mGluR4a y mGluR8a, respectivamente (fig. IV. 20B, C y D). Por tanto, 
podemos afirmar que las respuestas a L-AP4 en esta preparación de 
terminaciones nerviosas están mediadas principalmente por mGluR7.   
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Como ya hemos visto, la despolarización de las terminaciones 
sinápticas con KCl aumenta la entrada de calcio por los canales dependientes de 
voltaje y la liberación de glutamato (Millán y cols., 2002a). Así, en los 
sinaptosomas control (no tratados), la liberación de glutamato inducida con KCl 
30 mM (2,7 ± 0,1 nmol. de glu. / mg de proteína ± error típico; n=6) se redujo 
hasta un 66,7 ± 5% del valor control tras una exposición aguda (30 segundos) al 
agonista L-AP4 1mM (n=6; p<0,001; fig. IV 21A y B). Paralelamente, la misma 
exposición aguda al agonista también redujo la entrada de calcio inducida con 
KCl 30 mM hasta el 81, 8 ± 1,2 % de los valores control (n=8; p<0,01; fig. IV. 21C 
y D). En cambio, en los sinaptosomas previamente expuestos a L-AP4 1mM 
durante 10 minutos, después de centrifugarlos y resuspenderlos de nuevo para 
eliminar el agonista, no se observó reducción de la liberación inducida con KCl  
(97,0 ± 2,0 % de la liberación control; n=8; p>0,05; fig. IV. 21A y B). A primera 
vista, esta pérdida de la respuesta de mGluR7 podría deberse a un fenómeno de 
desensibilización dependiente de actividad (Pelkey y cols., 2005, 2007; 
Jovanovic y cols., 2000). Sin embargo, en los botones sinápticos pretratados con 
Figura IV.  20. mGluR7 es el único receptor mGluR del grupo III  que se expresa en abundancia 
en la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta. 
 Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata se incubaron (2 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) a 37oC durante 1 hora; para después ser fijados sobre cubreobjetos tratados con polilisina y 
teñidos con anticuerpos policlonales de conejo contra mGluR7a (1 g/ml) (A) o con anticuerpos 
policlonales de cobaya frente a mGluR4a (1 g/ml) (B) o mGluR8a (1 g/ml) (C), y contra el 
marcador vesicular sinaptofisina.  La localización de los anticuerpos se visualizó con los fluocromos 
Cy3 para mGluR4a, 8a y 7a Cy2 para sinaptofisina. El histograma D muestra el contenido relativo 
(%) en receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III de los botones sinápticos 
inmunopositivos para sinaptofisina. La barra corresponde a una escala de 2 m. Para cada doble 
experimento inmunocitoquímico se analizaron 7-8 campos obtenidos de 4-6 preparaciones de 
botones sinápticos.  
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L-AP4 y cargados con la sonda fura 2-AM para determinar los cambios en la 
concentración de Ca2+ citosólico libre ([Ca2+]cit), se observó que el descenso en la 
entrada de calcio tras la segunda exposición aguda al agonista fue similar al de 
los sinaptosomas sin tratar (81,40 ± 1%; n=8; p<0,01; fig. IV. 21 C y D). Por tanto, 
mGluR7 continúa presente en la membrana tras la exposición prolongada al 
agonista, descartando así que el fallo en la respuesta inhibidora sea una 
consecuencia de la internalización del receptor. 
La pérdida de inhibición de la liberación de glutamato, aun cuando se 
mantiene la reducción de la entrada de calcio se podría explicar por la aparición 
de una nueva respuesta del receptor, que facilitaría la liberación contarrestando 
así el efecto inhibidor de una reducción en la entrada de calcio.  Dado que las 
condiciones del ensayo de liberación, la estimulación sostenida con KCl 30 mM 
durante 5 minutos, producen una liberación de glutamato máxima que impide 
observar efecto facilitador alguno; decidimos usar una estimulación submáxima 
que nos permitiera detectar una potenciación de la liberación. Estimulando con 
KCl 5 mM, se observó una liberación de (0,9 ± 0,11 nmol., n=6, fig. IV 21 E y F) 
en los sinaptosomas no tratados, que se redujo hasta el 45,8 ± 4% de los valores 
control tras la exposición aguda a L-AP4 (n=6; p<0,05). Por el contrario, en los 
sinaptosomas previamente expuestos a L-AP4 durante 10 minutos, la liberación 
de glutamato resultó potenciada hasta el 165,8 ± 6,4% (n=6; p<0,01). Además,  
en esta preparación de sinaptosomas expuestos a L-AP4, una segunda adición 
de L-AP4 no inhibió la liberación de glutamato (90,5 ± 3,1% de los valores 
control; n=6; p>0,05); confirmando que la exposición prolongada a L-AP4 
promueve una nueva respuesta del receptor que aumenta la liberación y que, 
por tanto, contrarresta la inhibición de la liberación debida la reducción de la 
entrada de calcio.  
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Figura IV. 21. El tratamiento 
prolongado con L-AP4 
desenmascara la capacidad de 
mGluR7 para potenciar la 
liberación de glutamato. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral 
de rata adulta se incubaron durante 
media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg 
proteína). Liberación de glutamato 
inducida con KCl 30 mM (A y B) o 
KCl 5mM (C y D) en presencia de 
[Ca2+]ext  1,33mM. (G y H), 
concentración citosólica de Ca2+  libre 
([Ca2+]cit) en presencia de [Ca2+]ext  
1,33mM. La liberación de glutamato 
y el cambio en [Ca2+]cit se 
determinaron tanto en sinaptosomas 
incubados con L-AP4 1mM durante 
10 minutos y después  lavados 
mediante centrifugación y 
resuspensión para eliminar el 
agonista (Tratados L-AP4)  , como en 
sinaptosomas no tratados, en los que 
se procedió de igual forma pero en 
ausencia de agonista. (B), inhibición 
de la liberación tras la adición de L-
AP4 1mM 30 s. antes de despolarizar 
(en rojo). Los valores de inhibición se 
normalizaron respecto a la liberación 
inducida por KCl en ausencia (No 
tratados) o en presencia (Tratados L-
AP4) de agonista, tomada como 
control. (C), La [Ca2+]cit  alcanzada 
tras un minuto de despolarización 
con KCl se tomó como control tanto 
para los terminales no tratados como 
tratados con L-AP4. (D),  efecto de la 
adición de L-AP4 en la [Ca2+]cit  
representado como una fracción de 
los valores control (trazo 
discontínuo). (F), inhibición por L-
AP4 de la liberación (en rojo)  
normalizado respecto a la liberación 
inducida por KCl 5mM en ausencia 
de L-AP4 tanto para los botones no 
tratados como para los tratados con 
L-AP4. En los experimentos de 
facilitación (en verde), se tomó como 
control la liberación inducida por 
KCl 5mM en los sinaptosomas  no 
tratados y los datos se representaron 
como comparaciones con el control.  
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4.2. Farmacología de la potenciación inducida por L-AP4. 
 
Dado que L-AP4 origina una respuesta inhibidora por bloqueo de la 
actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje, para analizar la 
nueva respuesta facilitadora inducida por L-AP4 libre de interferencias con la 
respuesta inhibidora, usamos el ionóforo de calcio ionomicina, que se inserta en 
la membrana plasmática permitiendo la entrada de calcio y la consiguiente 
despolarización de forma independiente de la actividad de los canales de calcio 
(Jovanovic y cols., 2000).  
En estas condiciones, primero analizamos la influencia del tiempo de 
pretratamiento con L-AP4 necesario para obtener una potenciación óptima de la 
liberación. Así, aunque tras 4 minutos de pretratamiento con el agonista el 
incremento en la liberación ya se hizo patente, la potenciación máxima requería 
al menos 10 minutos de exposición a L-AP4 1 mM, por lo que este tiempo de 
pretratamiento se adoptó como protocolo estándar (fig. IV. 22 A). En estas 
condiciones,  la liberación inducida por ionomicina en los botones sinápticos sin 
tratar (0,65 ± 0,01 nmol. de glutamato por mg. de proteína) se incrementó hasta 
1,1 ± 0,05 nmol tras el pretratamiento con L-AP4 1mM durante 10 minutos 
(n=26; p<0,001; fig. IV. 22B). También estudiamos el tiempo que persistía la 
potenciación inducida por L-AP4 tras la retirada del agonista mediante lavado, 
observando que, sorprendentemente, la respuesta facilitadora se mantiene 
incluso después de la retirada del agonista (185,6 ± 9,7% respecto a los 
sinaptosomas sin tratar; n=4; p<0,001). Incluso dos horas después del 
tratamiento con L-AP4 aún pudimos observar un incremento significativo de la 
liberación de glutamato (146,0 ± 3,2%; n=4; p<0,01; datos no mostrados). Por 
tanto, parece que la facilitación de la liberación inducida por L-AP4 es un  
proceso de potenciación duradera. 
La potenciación de la liberación mediada por mGluR7 sólo se 
observó con concentraciones de ionomicina que producen una liberación 
submáxima (de 2 hasta 6 M, fig. IV. 22C), mientras que a concentraciones de 
ionomicina mayores (15 M) esta potenciación no se produjo (99,9 ± 1,6 % de los 
valores en los sinaptosomas sin tratar; n=5; p>0,05). Esto sugiere que tasas altas 
de liberación ocluyen la acción potenciadora.  
A continuación, realizamos la caracterización farmacológica de la 
facilitación inducida por L-AP4 y observamos que, en efecto, se trataba de una 
respuesta mediada por receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III ya 
que fue suprimida con el anatagonista específico para los receptores de este 
grupo, (RS)- -ciclopropil-4-fosfono-fenilglicina (CPPG; 100,4 ± 5,3% de los 
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valores de las terminaciones sin tratar; n=8; p>0,05; fig. IV. 20 D). Para confirmar 
los resultados inmunocitoquímicos que mostraban que la respuesta facilitadora 
se debe a la activación de un receptor de baja afinidad por glutamato, como 
mGlu7 (Okamoto y cols., 1994), y no a otros receptores con más afinidad por el 
agonista, como mGlu4 y mGlu8, determinamos la liberación inducida con 
ionomicina tras 10 minutos de pretratamiento con L-AP4 20 M, concentración 
suficiente para activar a estos receptores pero insuficiente para activar mGlu7 
(Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000; Millán y 
cols., 2002). En estas condiciones, no se observó potenciación de la liberación 
(99,0 ± 4,0% respecto a los botones sinápticos en ausencia de pretratamiento; 
n=4; p>0,05; fig. IV. 22 A) lo que, en efecto, confirma que esta potenciación de la 
liberación está mediada por mGluR7.   
 Por otra parte, que la potenciación inducida por L-AP4 fuera un 
efecto indirecto, debido a la activación  de mGluR del grupo I por el glutamato 
liberado, ya que ni el antagonista de mGluR5, 2-metil-6(feniletinil) piridina 
(MPEP) ni el antagonista de mGluR1, ester de 7(hidroximino) 
ciclopropa[b]cromo-1a- carboxilato de etil (CPCCOEt) afectaron a la respuesta 
facilitadora (167,0 ± 6,2%; n=4; p<0,001 y 168,1 ± 1,5%; n=4; p<0,001; 
respectivamente). Tampoco tuvo efecto alguno sobre la facilitación el 
antagonista de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo II, LY-
341495 (166,5 ± 3,4%; n=4; p<0,001; fig. IV. 22D).  
Analizamos el efecto de la toxina pertúsica sobre la potenciación 
inducida por L-AP4 y observamos que, a diferencia de la respuesta inhibidora 
(Millán y cols., 2002) (fig. IV. 3B), la respuesta facilitadora resultó insensible a 
PTx (163,5 ± 3,5%; n=8; p<0,001; fig. IV. 22D). Por tanto, la facilitación inducida 
por L-AP4 no está mediada por proteína G i/o. Como control positivo de la 
acción de la toxina, realizamos experimentos en paralelo en los que la liberación 
mediada por GABAB (Ladera y cols., 2008) fue suprimida por la toxina pertúsica 
(32,2 ± 5,7%; n=3 y 4,7 ± 3,1%; n=3 en ausencia y en presencia de la toxina, 
respectivamente; datos no mostrados).  
Cabe destacar que la facilitación mediada por L-AP4 fue suprimida en su 
totalidad por el inhibidor de fosfolipasa C, U-73122 (100,3 ± 0,9% de los valores 
en los sinaptosomas sin tratar con L-AP4; n=7; p>0,05; fig. IV. 22 D) pero no por 
su análogo inactivo, U-73343 (164,1 ± 8,2%; n=8; p<0,001). Sin embargo, la 
respuesta facilitadora no resultó afectada ni por el inhibidor de la proteína 
quinasa dependiente de AMPc (PKA), H-89 (173,0 ± 3,1%; n=8; p<0,001) ni por 
el inhibidor de la adenilato ciclasa SQ-22536 (168,5 ± 4,0%; n=8; p<0,001). Por 
otro lado, también  estudiamos si la potenciación de la liberación era sensible a 
los inhibidores de proteína quinasa C (PKC) y, sorprendentemente, la 
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facilitación no resultó afectada por bisindolilmaleimida (168,2 ± 4,3%; n=6; 
p<0,001), un inhibidor específico de PKC que impide la unión del ATP, sin 
embargo, la respuesta fue suprimida por calfostina C (106,9 ± 3,2%; n=6; 
p>0,05), un inhibidor que actúa a nivel del sitio de unión de diacilglicerol y que, 
por tanto, no solo inhibe a la PKC sino también proteínas no quinasas que unen 
DAG como son las proteínas munc 13 (Brose y Rosenmund, 2002). Estos 
resultados sugieren una implicación de estas últimas en la potenciación 
inducida por mGluR7. 
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Figura IV. 22. Farmacología de la potenciación inducida por L-AP4. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se incubaron media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). (A) Curso temporal de la facilitación de la liberación 
inducida por el pretratamiento con L-AP4. Los sinaptosomas fueron expuestos a L-AP4 1mM durante 
los tiempos indicados para después eliminar el agonista mediante el lavado por centrifugación y 
resuspensión. A continuación, se determinó la liberación de glutamato inducida con ionomicina 2 mM 
y se representó como una normalización respecto a los valores de los botones no tratados (símbolos 
rellenos). El símbolo sin relleno muestra la facilitación de la liberación tras un tratamiento de 10 
minutos con L-AP4 20 mM. (B) Liberación de glutamato inducida con ionomicina 2mM en presencia 
de [Ca2+]ext 1,33 mM tanto en sinaptosomas no tratados como tratados con L-AP4 1mM durante 10 
minutos.  (C) Facilitación de la liberación inducida con diferentes concentraciones de ionomicina en 
sinaptosomas tratados con L-AP4. Los datos se representaron como una normalización de su 
respectivo control, que fue la liberación inducida con cada concentración de ionomicina en 
sinaptosomas no tratados. (D) Farmacología de la potenciación de la liberación inducida por L-AP4. 
La liberación de glutamato inducida por ionomicina 2 mM se determinó en sinaptosomas tratados con 
L-AP4 en presencia de fármacos añadidos previamente a ionomicina a los diferentes tiempos y 
concentraciones indicados a continuación: antagonista de los receptores metabotrópicos de glutamato 
del grupo III, CPPG (15 min., 100µM); toxina pertúsica (2 h., 1.5µg/ml); inhibidor activo de PLC, U-
72122 (30 min., 2µM); análogo inactivo del inhibidor de PLC, U-73343 (30 min., 2µM); inhibidor de 
PKA, H-89 (30 min., 10µM); inhibidor de adenilato ciclasa, SQ-22536 (30 min., 10µM) y los inhibidores 
de PKC, calfostina C (30 min.; 0,1µM) y bisindolilmaleimida (30 min., 1µM).  Los datos del efecto de 
cada fármaco se representaron como una normalización respecto al control, que fue la liberación de 
glutamato inducida por ionomicina (2µM) en sinaptosomas no tratados con L-AP4. Los resultados 
representan la media ± SEM de 6-8 experimentos realizados en 6-8 preparaciones de sinaptosomas. La 
significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores control correspondientes 
mediante el test de la t de Student: NSp>0,05 y ***p<0,001. 
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4.3. La modulación de la liberación por mGluR7 es un balance entre  
sus acciones inhibidoras y facilitadoras. 
 
Dado que la facilitación de la liberación por exposición prolongada a 
L-AP4 contrarresta el efecto inhibitorio de una segunda estimulación aguda, a 
pesar de que la entrada de calcio se encuentra disminuida (fig. IV. 21 A-D), cabe 
esperar que el bloqueo farmacológico de la vía facilitadora ha de permitir la 
recuperación de la respuesta inhibidora tras una segunda adición de L-AP4.  De 
este modo, la inhibición de la liberación por la segunda adición de L-AP4 
permaneció intacta en sinaptosomas pretratados con L-AP4 en presencia del 
inhibidor de PLC, U-73122 (61,5 ± 4,9% del control; n=5; p<0,001; fig. IV. 23 A y 
B). Sin embargo, el pretratamiento con L-AP4 en presencia del inhibidor de PLC 
inactivo, U-73343, tuvo como resultado la pérdida de inhibición tras una 
segunda adición de L-AP4 (99,2 ± 1,9% del control; n=5; p>0,05).  
Si la facilitación mediada por L-AP4 contrarresta la inhibición de la 
liberación, cabe esperar que cambios en la magnitud de la respuesta facilitadora 
afecten a la magnitud de la respuesta inhibidora. De manera que, pretratando 
los sinaptosomas con concentraciones crecientes de L-AP4 (desde 0,5 hasta 1 
mM) cabría esperar una respuesta facilitadora gradual. Analizamos la 
facilitación con ionomicina 2 M y la inhibición con KCl 30 mM. El 
pretratamiento con L-AP4 1mM potenció la liberación hasta un 172,0 ± 3,0% 
(n=5; p<0,001) suprimiendo completamente la inhibición en respuesta a una 
segunda adición de agonista (100,1 ± 4,1%; n=5; p>0,05; fig. IV. 23 C). En 
cambio,  en botones sinápticos tratados con concentraciones de L-AP4 inferiores 
a 1 mM, la facilitación de la liberación inducida con ionomicina fue 
descendiendo para dar paso a una recuperación progresiva de la inhibición de 
la liberación tras la segunda adición de L-AP4 hasta llegar a la pérdida de la 
facilitación (101,0 ± 1,9%; n=5; p>0,05) y a una respuesta inhibidora máxima 
(67,1 ± 5,6% del control; n=5; p<0,001) cuando los sinaptosomas se pretrataron 
con L-AP4 0,5 mM. Estos resultados indican que la facilitación inducida por 
mGluR7 controla la magnitud de la inhibición de la liberación.  
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Figura IV. 23. La modulación de la liberación por mGluR7 es un balance entre facilitación e 
inhibición. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se incubaron durante media hora en presencia 
de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) así como con el inhibidor de PLC, U-73122 (2 M) o 
con su análogo inactivo, U-73343(2 M) (A y B). Además, los sinaptosomas fueron expuestos a L-AP4 
1mM (A y B, Tratados L-AP4) o a diferentes concentraciones del mismo (0,5-1mM, panel C). 
Después, se eliminó el agonista mediante  lavado por centrifugación y resuspensión. (A) liberación 
de glutamato dependiente de calcio inducida con KCl 30mM en presencia de  [Ca2+]ext 1,33 mM tanto 
en ausencia como en presencia (en rojo) de una segunda adición de L-AP4 1mM (A, B y C). (B) 
inhibición de la liberación tras la segunda adición de L-AP4 tomando como control la liberación en 
ausencia de L-AP4. (C), los sinaptosomas fueron pretratados (10 min) con L-AP4 0,5-1mM para luego 
cuantificar tanto la facilitación de la liberación inducida por ionomicina 2 M como la inhibición de la 
liberación  de glutamato inducida por KCl 30 mM, tras una segunda adición de L-AP4 1 mM. En los 
experimentos de facilitación (en verde), los datos se representan normalizados respecto a su control, 
que fue la liberación inducida por ionomicina en sinaptosomas no tratados. En los experimentos de 
inhibición (en rojo), el control fue la liberación inducida por KCl 30 mM en los terminales no 
tratados. Los resultados representan la media ± SEM de 4-8 experimentos realizados en 4-8 
preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los resultados con 
los valores control correspondientes mediante el test de la t de Student: NSp>0,05 y ***p<0,001. 
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4.4. La estimulación prolongada de mGluR7 incrementó los niveles de 
inositol monofosfato (IP1).  
 
Dado que la facilitación mediada por L-AP4 fue suprimida con el 
inhibidor de PLC (fig. IV. 22D), analizamos si la hidrólisis de fosfoinosítidos y 
la consiguiente formación de diacilglicerol (DAG) e D-mio-inositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3) estaba implicada en esta respuesta facilitadora. La detección de la 
formación transitoria de IP3 es difícil, en su lugar hemos analizado la 
acumulación de D-mio-inositol 1-monofosfato, un producto del metabolismo de 
IP3, que se acumula en las células tras la inhibición de la inositol monofosfatasa 
con LiCl. Esta determinación de IP1 se ha utilizado previamente para medir la 
actividad de los receptores metabotrópicos acoplados a PLC (Trinquet y cols., 
2006).  
 Primero determinamos el curso temporal de la acumulación de IP1  a 
distintos tiempos de pretratamiento con L-AP4 observando que, igual que la 
facilitación de la liberación (fig. IV. 22 A), la respuesta máxima requería 
exposiciones a L-AP4 1mM  de entre 10 y 20 minutos (fig. IV. 24 A). Fijando la 
exposición a 20 minutos, L-AP4 incrementó la acumulación de IP1 de forma 
dosis dependiente; observándose que sólo altas concentraciones del agonista 
producían una acumulación significativa de IP1 (fig. IV. 24 B). La acumulación 
de IP1 inducida por L-AP4 no es un efecto indirecto mediado por receptores 
metabotrópicos del grupo I ya que, ni el antagonista del receptor mGlu5, MPEP, 
(217,2 ± 30,7% respecto al nivel basal; n=4; p<0,05) ni el antagonista del receptor 
mGlu1, CPCCOEt, (203,1 ± 26,0%; n=4; p<0,05) (fig. IV. 24 C) redujeron esta 
respuesta. Sin embargo, la respuesta fue totalmente suprimida por el 
antagonista de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III, CPPG, 
(101,9 ± 17,0%; n=8; p>0,05).  
Como cabía esperar, el inhibidor de PLC, U-73122 bloqueó por completo 
la acumulación de IP1 (113,4 ± 18,7%; n=4; p>0,05) mientras que su análogo 
inactivo, U-73343, no tuvo efecto aguno (207,7 ± 24,8%; n=4; p<0,05) (fig. IV. 24 
C).  
También, en analogía a la facilitación de la liberación (fig. IV. 22 D), la 
acumulación de IP1 mediada por L-AP4 resultó insensible a la toxina pertúsica 
(248,5 ± 12,7%; n=4; p<0,05 y 250,7 ± 24,8%; n=4; p<0,05 en ausencia y en 
presencia PTx, respectivamente, fig. IV. 24 D). En este caso, como control 
positivo para asegurar el funcionamiento de la toxina analizamos la 
sensibilidad a PTx de la reducción por L-AP4 de los niveles de AMPc 
estimulados con forskolina. El incremento en los niveles de AMPc inducido por 
forskolina (373,5  ± 15,3% del nivel basal; n=4) se redujo significativamente 
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(p<0,01) tras la exposición aguda a L-AP4 (256,6 ± 9,9%; n=4) y, tras la 
preincubación con PTx, dicha respuesta desapareció (360,0 ± 30,1%; n=4; p>0,05; 
fig. IV. 24 E).    
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Figura IV. 24. El tratamiento con L-AP4 incrementa la acumulación de IP1. 
Las terminaciones nerviosas de corteza cerebral de rata adulta se incubaron durante media hora con 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) y en presencia de LiCl 50 mM durante los últimos 20 
minutos; tras los cuales, los sinaptosomas fueron lavados mediante centrifugación y resuspensión 
para, a continuación, realizar el ensayo de determinación de IP1 o AMPc tal y como se describe en 
Materiales y Métodos. (A) Curso temporal del efecto del tratamiento con L-AP4 sobre la acumulación 
de IP1. Los sinaptosomas fueron expuestos a L-AP4 1mM durante los tiempos indicados. (B) Curva 
dosis-respuesta de la acumulación de IP1 inducida por L-AP4 (pretratamiento de 20 min). (C) 
Farmacología de la acumulación de IP1 inducida por L-AP4. Los sinaptosomas se incubaron con L-
AP4 1mM durante 20 minutos y después se retiró el agonista mediante lavado por centrifugación y 
resuspensión. Los distintos fármacos estuvieron presentes durante los tiempos y a las concentraciones 
indicadas a continuación: CPPG (100µM, 35 min); MPEP   (10 µM, 35min); CPCCOEt  (1mM, 35min); 
U-73122 (2 µM, 40min); and U-73343   (2 µM, 40min). Los datos representan el incremento de IP1 
normalizado respecto al nivel basal de los sinaptosomas sin tratar, que fue de 6,4 ±0,05 pmol. (D) 
Sensibilidad a toxina pertúsica de la acumulación de IP1 inducida por L-AP4. Los sinaptosomas 
fueron incubados en ausencia y presencia PTx (1,5 g/ml) durante 2 horas y estimulados con L-AP4 
1mM los últimos 20 minutos.  (E) Sensibilidad a PTx de la reducción por L-AP4 de los niveles de 
AMPc estimulados con forskolina. Los sinaptosomas fueron incubados en ausencia y en presencia de 
PTx (1,5µg/ml)  durante 2 horas y después estimulados con forskolina 100 µM  durante 15 min. y, 
seguidamente, con  L-AP4 1 mM durante otros 5 min. Los resultados se representaron como una 
normalización del incremento de AMPc respecto al nivel basal en los botones sin tratar (19,2 ± 0,7 
pmol). Los resultados representan la media ± error típico de 5 experimentos realizados en 5 
preparaciones de sinaptosomas. La significación estadística se calculó comparando los resultados con 
los valores control correspondientes mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; *p<0,05  y **p<0,01. 
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4.5. mGluR7 induce la translocación a membrana de Munc 13-1.  
 
El hecho de que la facilitación de la liberación mediada por L-AP4 
resulte insensible al inhibidor específico de PKC, bisindolilmaleimida, y sin  
embargo, sea suprimida por calfostina C (fig. IV. 20 D) que, además de a PKC, 
inhibe a otras proteínas activadas por DAG, como es munc 13-1, apoya la 
implicación de esta última en la respuesta facilitadora inducida por L-AP4. 
Además, si tenemos en cuenta que munc 13-1 se localiza en la zona activa, que 
es una diana de los ésteres de forbol y que juega un papel esencial en el cebado 
o priming de vesículas sinápticas implicado en la potenciación de la liberación 
de neurotransmisores (Betz y cols., 1998; Rhee y cols., 2002; Bauer y cols., 2007); 
resulta especialmente interesante el estudio de la posible activación de esta 
proteína por la estimulación prolongada de mGluR7.  
Para poder abordar este estudio, aprovechamos la distribución de 
munc 13-1 en dos reservorios de diferentes características bioquímicas: uno de 
ellos soluble y el otro insoluble (Brose y cols., 1995; Betz y cols., 1998; Kalla y 
cols., 2006). De este modo y, dado que los DAG y los ésteres de forbol 
incrementan la asociación de munc 13-1 con la membrana plasmática (Brose y 
Rosenmund, 2002; Ashery y cols., 2000), analizamos si la estimulación 
prolongada de mGluR7 alteraba la distribución subcelular de munc 13-1 entre 
las fracciones soluble y particulada procedentes de botones sinápticos.  
Primero caracterizamos las fracciones soluble y de membrana 
obtenidas por centrifugación diferencial (20.000 xg) según su contenido en 
proteínas. La fracción soluble tiene un alto contenido en lactato deshidrogenasa 
(80,6 ± 1,5%; n=6; fig. IV. 25 A), un contenido moderado en el marcador 
vesicular vGluT1 (35,6 ± 2,3%; n=6) y contenidos aún menores en los 
marcadores de membrana acetilcolinesterasa (11,2 ± 1,4%; n=6) y ATPasa Na+/ 
K+ (0,1 ± 5,0%; n=6). Por el contario, la fracción particulada tiene un bajo 
contenido en LDH (19,4 ± 1,5%; n=6) y un enriquecimiento en vGluT1 (64,4 ± 
2,3%; n=6), acetilcolinesterasa  (88,8 ± 1,4%; n=6) y ATPasa Na+/ K+ (99,9 ± 
5,0%; n=6; fig. IV. 25 A).  
Una vez caracterizadas ambas fracciones, determinamos mediante 
inmunotransferencia el contenido en munc 13-1 de las mismas (fig. IV. 25 B) 
para después cuantificarlo mediante densitometría (fig. IV. 25 B y C). De esta 
manera, en las terminaciones sinápticas sin tratar, la razón entre el contenido en 
munc 13-1 de la fracción soluble y el de la fracción particulada (S/P) fue de 0,30 
± 0,08 (n=6) y este valor se redujo de manera significativa (p<0,01) tras la 
exposición prolongada a L-AP4 (0,05 ± 0,01; n=6), indicando que dicho 
tratamiento produce una translocación neta de munc 13-1 desde la fracción 
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soluble a la fracción particulada. De acuerdo tanto con los resultados de 
liberación, como con los de acumulación de IP1 (fig. IV. 22 D y 24 C), el efecto 
del tratamiento con L-AP4 fue revertido con el inhibidor de PLC, U-73122 (0,20 
± 0,04; n=6; p>0,05) (fig IV. 25 C). Cabe destacar que el análogo estable de DAG, 
PDBu, también produjo la translocación de munc 13-1 a la fracción particulada 
(ratio S/P de 0,05 ± 0,01; p<0,01; n=6) (fig IV. 25 C).  Por tanto, estos datos 
confirman que mGluR7 produce una translocación de la proteína munc 13-1 
mediada por activación de PLC y producción de DAG.  
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Figura IV. 25. La estimulación 
prolongada de mGluR7 produjo la 
translocación  de munc 13-1. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral 
de rata adulta se incubaron durante 
media hora en presencia de adenosina 
desaminasa (1,25 U/mg proteína). 
Después, las terminaciones nerviosas 
se centrifugaron (13000 g, 1 min) y el 
precipitado se resuspendió con una 
jeringa de calibre 20 (2 mg/ml) en un 
medio hiposmótico (Tris-HCl 8,3 mM, 
pH 7.4) dejando la suspensión en hielo 
durante media hora en agitación 
contínua. A continuación, las muestras 
se centrifugaron a 20.000 g durante 10 
min obteniéndose un sobrenadante 
(fracción soluble) y un precipitado 
(fracción particulada), este último fue 
solubilizado en tampón RIPA. (A) 
Caracterización basada en el contenido 
proteico de las fracciones soluble y 
particulada. Para cada fracción se 
determinó el contenido relativo en las 
enzimas  acetilcolinesterasa (AChasa) 
y lactato deshidrogenasa (LDH) 
(mediante fluorimetría) y en vGluT1 y 
ATPasa Na+/ K+ (mediante 
inmunotransferencia) y la suma del 
contenido proteico de ambas 
fracciones se tomó como 100%.  (B) 
Contenido en munc 13-1 de las 
fracciones soluble (S) y particulada (P) 
tanto de los  sinaptosomas no tratados 
como de los tratados durante 10 
minutos con L-AP4 1mM en ausencia y 
en presencia de U-73122 2 M (30 min,) 
y de los que fueron estimulados con 
PDBu 1 M (2 min). Los diagramas de 
barras muestran la cuantificación 
(mediante inmunotranferencia) del 
contenido en munc 13-1 para cada una 
de la condiciones ya indicadas. Los 
datos se   normalizaron con respecto al 
contenido en tubulina de cada fracción 
usado como control de carga. (C) 
Razón entre las fracciones soluble y 
particulada calculadas para cada 
tratamiento. Los datos representan la 
media ± error típico de  4-6 
experimentos.  La significación 
estadística se calculó comparando (t de 
Student) el contenido de cada fracción 
o la ratio S/P con la de los botones sin 
tratar. 
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4.6. Coinmunoprecipitación de mGluR7 y Munc 13-1.  
 
Dado que tanto el receptor mGlu7 como la proteína munc 13-1 se 
localizan en la zona activa presináptica (Shigemoto y cols., 1996; Ashery y cols., 
2000) nos planteamos la idea de que ambos formaran parte de un complejo 
proteico estable. Para confirmar esta hipótesis, realizamos experimentos de 
coinmunoprecipitación a partir de extractos de sinaptosomas P2. De este modo, 
observamos que el anticuerpo frente al receptor mGlu7 inmunoprecipitó una 
banda de aproximadamente 200 kDa correspondiente a la proteína Munc 13-1 
(fig IV. 26, calle 3 panel superior). Así mismo, la inmunoprecipitación con el 
anticuerpo contra Munc 13-1 originó una banda de aproximadamente 200kDa 
correspondiente a la forma dimérica del receptor mGlu7 (fig. IV. 26, calle 2, 
panel inferior). Como era de esperar, el anticuerpo contra mGluR7 
inmunoprecipitó tanto las formás monomérica y dimérica del receptor (fig. IV. 
26, calle 3, panel inferior) y el anticuerpo frente a Munc 13-1 inmunoprecipitó a 
esta proteína (fig IV. 26, calle 2, panel superior). Estos resultados sugieren que, 
en las terminaciones nerviosas de la corteza cerebral de rata adulta, el receptor 
mGlu7  y la proteína munc 13-1 forman parte de un mismo complejo que posee 
interacciones proteína-proteína suficientemente estables como para resistir las 
condiciones de solubilización y coinmunoprecipitación empleadas. La 
estabilidad de dichos complejos proteicos podría ser reflejo de su relevancia 
fisiológica. 
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Figura IV. 26. mGluR7 y munc 13-1 coinmunoprecipitan recíprocamente. 
Los sinaptosomas P2 de corteza cerebral de rata adulta se homogeneizaron con un homogeneizador 
VDI 12 y se solubilizaron en tampón RIPA (Tris-HCl 50mM; NaCl 100mM; Triton X-100 al  1%; 
desoxicolato sódico 0,5%; SDS al 0,2% y EDTA 1 mM; pH 7,4)  durante 30 min en hielo. Después se 
centrifugaron (13.000 g, 30 min) y los sobrenadantes se procesaron para la inmunoprecipitación (4ºC y 
agitación constante) primero  se incubaron toda la noche con los anticuerpos  monoclonal de ratón 
frente a munc 13-1 (5 g, calle 2), policlonal purificado de conejo contra mGlu7a (5 g, ), anti-flag de 
conejo (5 g , calle 1) o anti-flag de ratón (5 g, calle 4) para después incubarlos toda la noche con  
esferas de agarosa, en los inmunoprecipitados con anticuerpos de ratón, o con esferas TrueBlot  en el 
caso de los  inmunoprecipitados con anticuerpos de conejo.  Posteriormente, la esferas se lavaron  
mediante centrifugación (13.000 g) con tampón RIPA  (4ºC) y el sobrenadante se eliminó mediante 
aspiración con una jeringa de calibre 28. Las proteínas recuperadas se sometieron a 
inmunotransferencia en membranas de PVDF y se incubaron con los anticuerpos policlonales de 
conejo frente a munc 13-1 (1 g/ml, panel superior) y frente a mGluR7 (2,5 g/ml, panel inferior). 
Finalmente, las membranas se revelaron con los anticuerpos secundarios de conejo conjugados con 
peroxidasa de rábano del sistema TrueBlot con el fin de evitar la reactividad cruzada con las IgG de 
conejo no unidas a las proteínas de interés.   
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4.7. La estimulación prolongada del receptor GABAB también potencia 
la liberación de glutamato y la acumulación de IP1.  
 
Resultados previos han demostrado que el receptor mGlu7 coexiste 
con otros receptores presinápticos que también inhiben la liberación de 
glutamato como son los de adenosina A1 y GABAB (Ladera y cols., 2007). Por 
ello, nos pareció de especial interés analizar si estos últimos también potencian 
la liberación de neurotransmisor. Para ello, determinamos la liberación de 
glutamato inducida con ionomicina en sinaptosomas preincubados durante 10 
minutos con el agonista del receptor GABAB, baclofén. La exposición 
prolongada a baclofén  también incrementó la liberación de glutamato (155,2 ± 
2,7% respecto a los sinaptosomas sin tratar; n=7; p<0,01; fig. IV. 27 A y B). La 
estimulación prolongada del receptor GABAB también incrementó la 
acumulación de IP1 (142 ± 27,2% respecto al nivel basal en los botones sinápticos 
sin tratar; n=4; p<0,05; fig. IV. 27 C). Sin embargo, a diferencia de mGluR7, la 
presencia de toxina pertúsica redujo en su mayor parte tanto la facilitación de la 
liberación (112,7 ± 4,9%; n=9; p>0,05; fig. IV. 27 B) como el incremento en la 
acumulación de IP1 (41,2 ± 17,1; n=4; p>0,05; fig. IV. 27 C) inducidos por 
baclofén. Por tanto, una proteína G sensible a PTx, como es el caso del subtipo 
Gi/o, podría estar implicada en estas respuestas mediadas por el receptor 
GABAB. 
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4.8. La coadición de los agonistas CHA, baclofén y L-AP4 facilita la 
liberación de glutamato a concentraciones que no tienen efecto 
aplicadas por separado. 
 
Dado que el receptor GABAB, igual que mGluR7, facilita la liberación, 
nos planteamos si estos receptores presinápticos, junto con el receptor de 
adenosina A1, cooperan en la respuesta facilitadora igual que lo hacen en la 
respuesta inhibidora. 
Utilizamos concentraciones subumbrales de agonistas de estos 
receptores, que hemos establecido como aquella concentración más alta de 
agonista que, añadida individualmente, no inhibe la liberación.   
La preincubación durante 30 minutos con concentraciones 
subumbrales de los agonistas CHA (10 nM), baclofén (200 nM) o L-AP4 (50 M) 
no afectó en modo alguno la liberación de glutamato inducida con ionomicina 
(93,6 ± 5,4% respecto a los sinaptosomas sin tratar; n=4; p>0,05; 92,9 ± 2,5%; 
n=4; p>0,05 y 100,1 ± 3,0%; n=4; p>0,05; respectivamente; fig. IV. 28 A y B). Sin 
Figura IV. 27. El receptor GABAB también incrementa la liberación de glutamato y la acumulación 
de IP1. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se incubaron media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) y, en los ensayos de determinación de IP1, en presencia 
de LiCl 50 mM durante los últimos 20 minutos. (A) Liberación de glutamato inducida con ionomicina 
2 M en presencia de [Ca2+]ext de 1,33 mM, tanto en sinaptosomas sin tratar como tratados durante 10 
min con baclofén 20 M. (B) La liberación inducida con ionomicina 2 M se determinó en  los botones 
sinápticos tratados con baclofén tanto en presencia como en ausencia de toxina pertúsica (PTx; 1,5 
g/ml) durante dos horas. (C) Acumulación de IP1 en terminaciones sinápticas tratadas con baclofén 
(20 M, 10 min) tanto en presencia como en ausencia de PTx (1,5 g/ml; 2 horas). Los resultados 
representan la media ± error típico de 4 experimentos realizados en 4 preparaciones de sinaptosomas. 
La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores control en ausencia 
de PTx mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; *p<0,05  y **p<0,01. 
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embargo, el pretratamiento conjunto con los tres agonistas incrementó la 
liberación (165,4 ± 7,1%; n=10; p<0,05).  
Parece por tanto que, al igual que ocurre con la inhibición de la liberación, 
las respuestas de estos tres receptores se integran en una vía de señalización 
común que tiene como resultado la potenciación de la liberación de glutamato. 
No obstante, este sinergismo entre las acciones de los receptores coactivados de 
modo submáximo requirió tiempos de exposición más largos (30 min) que la 
activación máxima del receptor mGlu7 o GABAB (10 min). Pues 10 minutos de 
pretratamiento con concentraciones subumbrales de los tres agonistas no 
produjo efecto alguno (97,1 ± 3,3%; n=4; p>0,05; datos no mostrados). 
Si como parece, las respuestas de los tres receptores se integran en una 
vía de señalización común para potenciar la liberación de glutamato, cabría 
esperar que la potenciación de la liberación observada con los tres agonistas a 
concentraciones subumbrales comparta el perfil farmacológico con la 
potenciación observada con concentraciones máximas de L-AP4. Efectivamente, 
dicha facilitación fue suprimida en presencia del inhibidor activo de PLC, U-
73122 (96,4 ± 5,5%; n=5; p>0,05) mientras que permaneció inalterada en 
presencia del análogo inactivo del inhibidor, U-73343 (75,4 ± 6,6%; n=5; p<0,05; 
fig. IV. 28 A y B). 
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Figura IV. 28. La coadición de los agonistas CHA, baclofén y L-AP4 a concentraciones que no 
tienen efecto cuando se aplican por separado potenció la liberación de glutamato inducida con 
ionomicina. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta se incubaron media hora en presencia de 
adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína). (A) Liberación de glutamato inducida con ionomicina 
2 M en presencia de [Ca2+]ext de 1,33 mM tanto en sinaptosomas sin tratar como tratados durante 30 
min con CHA 10 nM o con    baclofén 200 nM, o con L-AP4 50 M o bien con los tres agonistas a la 
vez. Además, los sinaptosomas tratados con los tres agonistas simultáneamente también se incubaron 
en presencia del inhibidor de PLC, U-73122 2 M así como de su análogo inactivo, U-73343 2 M. (B) 
Los datos del efecto de cada tratamiento se representaron como una normalización respecto al control, 
que fue la liberación de glutamato inducida por ionomicina (2µM) en sinaptosomas no tratados. Los 
resultados representan la media ± error típico de 4-5 experimentos realizados en 4-5 preparaciones de 
sinaptosomas.  La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores 
control en ausencia de tratamiento mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; *p<0,05. 
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5. Oclusión de la facilitación por mGluR7 por los ésteres de 
forbol.   
 
Como ya hemos mostrado, mGluR7 potencia la liberación de 
glutamato mediante una vía de señalización que implica la activación de PLC, 
la hidrólisis de fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) y la translocación a membrana 
de la proteína munc 13 por un mecanismo dependiente del incremento en los 
niveles de DAG. Puesto que los ésteres de forbol potencian la transmisión 
sináptica por mecanismos PKC-dependientes (Herrero y cols., 1992; Parffit y 
Madison, 1993; Stea y cols., 1995; Zhang y cols., 2001; Stevens y Sullivan, 1998; 
Wu y Wu, 2001; Rhee y cols., 2001; Wierda y cols., 2007)  y PKC-independientes, 
debido a la activación de las proteínas Munc 13 (Betz y cols., 1998; Rhee y cols., 
2002), nos planteamos si ambas vías de señalización, tanto la iniciada por 
mGluR7 como por los ésteres de forbol, convergen en su mecanismo de acción y 
si, por tanto, se ocluyen la una a la otra.  
 
5. 1. La potenciación de la liberación mediada por ésteres de forbol y   
L-AP4 se ocluyen.  
 
Primero caracterizamos la potenciación de la liberación inducida por 
los ésteres de forbol en la preparación de sinaptosomas corticales. Para ello, 
analizamos la liberación de glutamato inducida con el ionóforo ionomicina que, 
como ya hemos visto, provoca una liberación de neurotranmisor independiente 
de la actividad de los canales de calcio y dependiente de la respuesta de la 
maquinaria exocitótica al calcio. En estas condiciones, la liberación inducida por 
ionomicina (0,59 ± 0,04 nmol glu/mg proteína ± error típico; n=12) se 
incrementó por el éster de forbol, PDBu, hasta un 181,0 ± 9,1% respecto al 
control (n=12; p<0,001) mientras que el éster de forbol inactivo, -PDD, no tuvo 
efecto alguno (101,6 ± 6,8%; n=6; p>0,05) (fig. IV 29 A y B). La potenciación 
mediada por PDBu resultó insensible al inhibidor específico de PKC, 
bisindolilmaleimida, que impide la unión del ATP (175,5 ± 5,5%; n=10; p<0,001) 
pero fue suprimida por calfostina C (102,9 ± 1,3%; n=8; p>0,05). Teniendo en 
cuenta que calfostina C actúa a nivel del sitio de unión de DAG y que, por 
tanto, inhibe no sólo a PKC sino también a otras proteínas  no quinasas con 
capacidad de unir DAG tales como munc 13-1 (Brose y Rosenmund, 2002), 
parece razonable afirmar que dicha proteína  también estaría implicada en la 
potenciación de la liberación mediada por PDBu.  Por consiguiente, dado que 
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tanto PDBu como L-AP4 inducen una potenciación de la liberación que es 
sensible a calfostina C, analizamos los efectos de la adición de ambos 
compuestos. En dichos experimento, añadimos primero PDBu para evitar la 
desensibilización de mGluR7 que provocan los ésteres de forbol (Herrero y 
cols., 1994; Macek y cols., 1998).  La potenciación de la liberación inducida tras 
la coadición de L-AP4 y PDBu (181,4 ± 10,4% respecto al control sin tratar; n=8; 
p<0,001) fue similar a la obtenida con L-AP4 (186,0 ± 10,7%; n=8; p<0,001) o 
PDBu (181,0 ± 9,1%; n=12; p<0,001) por separado. La potenciación de la 
liberación inducida tras la coadición de L-AP4 y PDBu también fue insensible a 
bisindolilmaleimida (189,3 ± 11,7%; n=8; p<0,001) y bloqueada por calfostina C 
(106,8 ± 4,1%; n=8; p>0,05). Todos estos datos sugieren que los ésteres de forbol 
y la activación de mGluR7 utilizan una vía de señalización común para 
potenciar la liberación. Sin embargo, el hecho de que la magnitud de las 
potenciación mediada por PDBu fuera similar a la inducida por L-AP4, a pesar 
de la amplia distribución de munc 13-1 (Augustin y cols., 1999), en comparación 
con la expresión más restringida de mGluR7 en las terminaciones sinápticas de 
la corteza cerebral (Millán y cols., 2002a y 2003) (fig. IV. 11 y 20), fue algo 
inesperado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      Resultados      
 
                                                                                                              
 192
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 29. La potenciación de la liberación  mediada por los ésteres de forbol y L-AP4 se 
ocluyen.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral se incubaron media hora en presencia de adenosina desaminasa 
(1,25 U/mg proteína) y en presencia del éster de forbol activo 4 -PDBu 1 M o del forbol inactivo 4 -
PDD 1 M durante los 2 últimos minutos así como en presencia de L-AP4 1mM los últimos 10 
minutos. A continuación, los sinaptosomas fueron lavados mediante centrifugación y resuspensión 
en HBM (0,67 mg/ml) y se determinó la liberación de glutamato inducida por ionomicina 2 M en 
presencia de una [Ca2+]ext de 1,33 mM. Los sinaptosomas control se trataron de igual modo pero en 
ausencia de las drogas. (A) Efecto del tratamiento de los ésteres de forbol sobre la liberación de 
glutamato inducida por ionomicina. (B) El diagrama de barras muestra la farmacología de la 
potenciación de la liberación mediada por PDBu. Dicha potenciación se determinó en presencia de 
bisindolilmaleimida 1 M o de calfostina C 0,1 M añadidas media hora antes del ensayo de 
liberación. En aquellos experimentos en los que los sinaptosomas se trataron conjuntamente con L-
AP4 y PDBu, L-AP4 (1mM), 10 min) se añadió antes que PDBu (1 M, 2min). Los datos del efecto de 
cada tratamiento se representaron como una normalización respecto al control, que fue la liberación 
de glutamato inducida por ionomicina (2µM) en sinaptosomas no tratados. Los resultados 
representan la media ± error típico de 8-12 experimentos realizados en 8-12 preparaciones de 
sinaptosomas.  La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores 
control en ausencia de tratamiento mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; ***p<0,001. 
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5. 2. Pérdida de la potenciación de la liberación por L-AP4 y por ésteres 
de forbol en botones sinápticos carentes del canal de calcio de tipo N. 
 
En la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral, el receptor 
mGlu7 se expresa preferentemente en botones sinápticos con canales de calcio 
de tipo N (Millán y cols., 2002a). Además, la respuesta inhibidora de mGluR7 se 
pierde en los ratones que carecen del canal de calcio de tipo N (ratones 1B -/-)  
no experimentan la inhibición de la liberación mediada por mGluR7 a pesar de 
que el receptor se expresa con normalidad (fig. IV. 11). Por tanto, parece 
interesante conocer si la potenciación de la liberación inducida por L-AP4 
también está asociada a la expresión de canales de calcio de tipo N. Para ello, 
determinamos la potenciación de la liberación inducida por L-AP4 tanto en 
sinaptosomas de ratones control ( 1B +/+), en los que el tratamiento con L-AP4 
provocó un incremento de la liberación de glutamato inducida con ionomicina 
de 180,7 ± 4,1% respecto a los sinaptosomas sin tratar (n=8, p<0,001), así como 
en sinaptosomas de animales ( 1B -/-), donde el mismo tratamiento no produjo 
incremento alguno en la liberación de glutamato (101,3 ± 3,0; n=8; p>0,05) (fig. 
IV. 30 A, B y C). Esta pérdida de la respuesta facilitadora de mGluR7 en los 
ratones que carecen de canal de calcio de tipo N, sugiere que la expresión del 
canal es esencial no sólo para el acoplamiento del receptor a la vía de 
señalización inhibidora (fig IV. 10) sino también para su acoplamiento a la vía 
de señalización que conduce al incremento de la liberación de glutamato.   
A continuación, determinamos la potenciación de la liberación mediada 
por ésteres de forbol en los ratones carentes del canal de calcio de tipo N. En los 
animales control el tratamiento con PDBu incrementó significativamente la 
liberación de glutamato (183,7 ± 6,8% respecto a los botones sin tratar; n=7; 
p<0,01), mientras que, en los ratones 1B -/-, el mismo tratamiento no tuvo 
efecto alguno sobre la liberación (102,6 ± 3,6%; n=9; p>0,05) (fig. 30 D, E y F). 
Teniendo en cuenta la amplia expresión de proteína munc 13-1 susceptible de 
activación por PDBu en la corteza cerebral (Augustin y cols., 1999), la pérdida 
de la potenciación de la liberación mediada por ésteres de forbol  fue algo 
inesperado.   
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Figura IV. 30. Pérdida de la potenciación de la liberación inducida por L-AP4 y por ésteres de 
forbol en las terminaciones sinápticas de los ratones carentes del canal de calcio de tipo N. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral tanto de ratones 1B (+/+) como 1B (-/-)  se incubaron media 
hora en presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína así como en presencia o en ausencia 
(control) de L-AP4 1mM (A y B) o PDBu 1 M (D y E) durante los últimos 10 y 2 minutos, 
respectivamente. A continuación, los sinaptosomas se lavaron mediante centrifugación y 
resuspensión y se determinó la liberación de glutamato inducida por ionomicina 2 M. Los diagramas 
de barras C y F representan el efecto del tratamiento con L-AP4 o PDBu (barra sin relleno) tanto en 
sinaptosomas de ratones 1B (+/+) como 1B (-/-) normalizado respecto al control (barra con relleno), 
que fue la liberación de glutamato inducida por ionomicina (2µM) en sinaptosomas no tratados. Los 
resultados representan la media ± error típico de 8-12 experimentos realizados en 8-12 preparaciones 
de sinaptosomas.  La significación estadística se calculó comparando los resultados con los valores 
control en ausencia de tratamiento mediante el test de la t de Student: NSp>0,05; ***p<0,001. 
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5.3. Los ratones que carecen de canales N tienen una expresión normal 
de Munc 13-1 y de Munc 13-2. 
 
Con el objetivo de entender si la causa de la pérdida de la 
potenciación de la liberación inducida por ésteres de forbol en los ratones 
carentes de canal de calcio de tipo N radica en la ausencia de proteína Munc 13-
1, que parece mediar esta potenciación, determinamos mediante 
inmunotransferencia el nivel de expresión de dicha proteína tanto en los 
botones sinápticos de ratones 1B +/+ como de sus compañeros de camada 1B -
/-. Los datos muestran que no existe diferencia alguna entre ambos genotipos 
(140,0 ± 6,5 unidades arbitrarias de intensidad integrada, n=5 en animales 1B 
+/+ y 146,7 ± 6,2; n=5; p>0,05; en ratones 1B +/+ y 1B -/-, respectivamente) 
(fig. IV 31).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV. 31. Los ratones  1B -/-  
presentaron niveles de 
inmunotransferencia  de munc 13-1 
similares a los animales 1B +/+.   
Los sinaptosomas de corteza cerebral de 
ratones 1B +/+ y 1B -/-  se 
solubilizaron (2 mg/ml) en tampón 
RIPA (Tris-HCl 50mM; NaCl 100mM; 
Triton X-100 al  1%; desoxicolato sódico 
0,5%; SDS al 0,2% y EDTA 1 mM; pH 
7,4). 3 g de extracto de los extractos 
obtenidos fueron resueltos mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida 
(PAGE-SDS; 7,5% poliacrilamida) y 
determinados mediante 
inmunotransferencia con anticuerpos 
monoclonales de conejo frente a munc 
13-1 (1:200) y de ratóon frente a -
tubulina (1:2000).  Para la cuantificación 
se usaron los anticuerpos secundarios de 
cabra  anti-conejo y anti-ratón acoplados 
a las sondas infrarrojas IRD 800 y IRD 
680, respectivamente, visualizados 
mediante el sistema de detección 
Odyssey. Los diagramas de barras 
muestran la cuantificación del contenido 
en munc 13-1 normalizado con respecto 
al contenido en tubulina, que se usó 
como control de carga en cada calle. Los 
datos representan la media ± error típico 
de  5 experimentos. .  La significación 
estadística se calculó comparando los 
valores obtenidos en animales 1B +/+ y 
1B -/- mediante el test de la t de 
Student: NSp>0,05. 
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 Analizamos también la expresión de munc 13-1 en los botones 
sinápticos de la corteza cerebral de los ratones 1B +/+ y 1B -/-  mediante 
experimentos de inmunocitoquímica con anticuerpos dirigidos tanto frente a 
munc 13-1 como a la proteína vesicular, sinaptofisina, usada como marcador 
presináptico de referencia. En este caso, tampoco encontramos diferencias 
significativas entre ambos genotipos. Munc 13-1 se encontró en el 75,6 ± 2,6 % 
de los botones inmunopositivos a sinaptofisina (3717 sinaptosomas de 25 
campos analizados) en los ratones control y en el 70,1 ± 2,2 % de los botones 
inmunopositivos a sinaptofisina (2836 de 27 campos analizados) en los ratones 
1B -/-  (fig. IV. 32 A, B, E y F) (p>0,05). Por tanto, la expresión de la proteína 
munc 13-1 parece no estar alterada por la pérdida del canal de calcio de tipo N.  
 En el cerebro se expresan, además de Munc 13-1, aunque de forma más 
restringida,  otras isoformas de esta proteína que también son susceptibles a la 
activación por ésteres de forbol como son Munc 13-2 y Munc 13-3 (Augustin y 
cols., 1999).  Puesto que munc 13-3 no se expresa en la corteza cerebral, nos 
limitamos al estudio de la expresión de Munc 13-2. El análisis 
inmunocitoquímico de la expresión de munc 13-2 en las terminaciones 
sinápticas de corteza cerebral, no mostró diferencia alguna entre los ratones 1B 
+/+ y 1B -/- (36,4 ± 1,8 % y 36,5 ± 1,9 % en animales 1B +/+ y 1B -/- , 
respectivamente, p>0,05)  respecto al total de los sinaptosomas marcados con 
sinaptofisina (5777 de 63 campos procesados y 5432 de 55 campos de ratones 
1B +/+ y 1B -/- , respectivamente) (fig. IV. 32 C, D, E y F).   
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Figura IV. 32. La expresión de Munc 13-1 y Munc 13-2  no  se altera en los ratones carentes de 
canales N.  
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron (2 mg/ml) en medio HBM con 
BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 1 hora; para después ser fijados sobre cubreobjetos previamente 
tratados con polilisina  y teñidos con anticuerpos de ratón frente a munc 13-1 (1:500) o de cabra 
contra munc 13-2 (1:150) así como con anticuerpos de conejo frente al marcador vesicular 
sinaptofisina (1:75). La localización de los anticuerpos se visualizó con los fluocromos Alexa 488 para 
sinaptofisina y Alexa 594 en el caso de munc 13-1 y munc 13-2 en botones sinápticos tanto de ratones 
 1B +/+ (A y C) como  1B -/- (B y D). Los histogramas muestran el contenido relativo (%) en las 
proteína munc 13-1 y munc 13-2 de los botones sinápticos inmunopositivos para sinaptofisina  tanto 
en ratones  1B +/+ (E) como  1B -/- (F). Para cada doble experimento inmunocitoquímico se 
analizaron 27-63 campos obtenidos de 3 preparaciones de terminaciones nerviosas. La significación 
estadística se calculó comparando los resultados con los valores correspondientes en sinaptosomas 
de ratones α 1B +/+ mediante el test de la t de Student: NSp>0,05. 
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5.4. La pérdida del canal de calcio de tipo N no altera la coexpresión de 
mGluR7 con Munc 13-1 ó Munc 13-2. 
 
Estudios previos de imagen de calcio en botones sinápticos individuales 
han mostrado que los canales de canales de calcio de tipo N y P/Q están 
segregados en dos subpoblaciones distintas en la corteza cerebral de la rata 
adulta (Millán y cols., 2003). La subpoblación mayor corresponde a botones   
que expresan canales P/Q y la subpoblación más pequeña a botones con 
canales N (Millán y cols., 2002a). Los experimentos de imagen de calcio junto 
con los de liberación de glutamato e inmunocitoquímica, han mostrado que, en 
la corteza cerebral, mGluR7 se expresa casi exclusivamente en aquellas 
terminaciones sinápticas que contienen canales de calcio de tipo N (Millán y 
cols., 2003).  
 Atendiendo a estos precedentes, nuestra observación de que tanto la  
potenciación de la liberación de glutamato mediada por mGluR7 como por los 
ésteres de forbol  desaparecen  cuando se eliminan los canales de calcio de tipo 
N sugiere que ambas respuestas se restringen a terminaciones nerviosas con 
este tipo de canales de calcio. Si, además, tenemos en cuenta el hecho de que 
ambas respuestas requieren la activación de la proteína Munc 13-1 y que poseen 
una magnitud similar, a pesar de la amplia expresión de Munc 13-1 (Augustin y 
cols., 1999) y la expresión restringida de mGluR7  en la corteza cerebral (Millán 
y cols., 2002), parece interesante analizar si la pérdida de los canales de tipo N 
conlleva alguna alteración en la expresión de mGluR7 y de las proteínas Munc 
13. Lo que explicaría la desaparición de la respuesta facilitadora de mGluR7 en 
los ratones 1B -/- . El análisis mediante inmunocitoquímica de la expresión de 
mGluR7 y munc 13-1 en los botones sinápticos de animales  1B +/+ y 1B -/- no 
mostró diferencias. Al contrario, en ambos genotipos encontramos una amplia 
coexpresión de mGluR7 y de la proteína Munc 13-1. Así, del total de botones 
sinápticos que expresaron el receptor (4221 sinaptosomas de 51 campos 
analizados en ratones 1B +/+  y 3622 de 52 campos analizados en ratones 1B -
/-) el 79,3 ± 2,9 %  y el 78,9 ± 2,7 % (en los animales 1B +/+ y 1B -/-, 
respectivamente; p>0,05) expresó también Munc 13-1 (fig. IV. 33 A, B, E y F).  
Por tanto, la pérdida de la potenciación inducida por L-AP4 y PDBu no se debe 
a una alteración en la coexpresión de mGluR7 y la proteína Munc 13-1. A 
continuación, analizamos el contenido de Munc 13-2. Los datos no mostraron 
diferencia alguna entre ratones 1B +/+ y 1B -/-; ya que del total de 
terminaciones nerviosas que contenían el receptor (816 sinaptosomas de 28 
campos analizados y 1032 de 35 campos en animales 1B +/+ y 1B -/-, 
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respectivamente) el 46,5 ± 5,1 % y el 45,6 ± 4,8 % (en los animales 1B +/+ y 1B -
/-, respectivamente; p>0,05) expresaron a su vez la proteína Munc 13-2 (fig. IV. 
33 C, D, E y F).  
Por tanto, la pérdida de la respuesta facilitadora del receptor asociada a la 
pérdida del canal de calcio de tipo N no se debe a una expresión alterada de las 
proteínas Munc 13.  
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Figura IV. 33. La pérdida del canal de calcio de tipo N no alteró la coexpresión de mGluR7  con 
munc 13-1 ni con munc 13-2 en las terminaciones sinápticas de corteza cerebral. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones adultos se incubaron (2 mg/ml) en medio HBM con 
BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 1 hora; para después ser fijados sobre cubreobjetos previamente 
tratados con polilisina  y teñidos con anticuerpos de ratón frente a munc 13-1 (1:500) o de cabra 
contra munc 13-2 (1:150) así como con anticuerpos de conejo frente al receptor mGlu7 (1:400),. La 
localización de los anticuerpos se visualizó con los fluocromos Alexa 488 para mGluR7 y Alexa 594 
en el caso de munc 13-1 y munc 13-2 en botones sinápticos tanto de ratones  1B +/+ (A y C) como  
1B -/- (B y D). Los histogramas muestran el contenido relativo (%) en las proteína munc 13-1 y munc 
13-2 de los botones sinápticos inmunopositivos para mGluR7  tanto en ratones  1B +/+ (E) como  1B 
-/- (F). Para cada doble experimento inmunocitoquímico se analizaron 28-52 campos obtenidos de 3 
preparaciones de terminaciones nerviosas. La significación estadística se calculó comparando los 
resultados con los valores correspondientes en sinaptosomas de ratones α 1B +/+ mediante el test de 
la t de Student: NSp>0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      Resultados      
 
                                                                                                              
 201 
5.5. La potenciación de la liberación mediada por ésteres de forbol 
muestra una  diferente dependencia de [Ca2+]ext en las terminaciones 
nerviosas con canales N y P/Q.  
 
 La inesperada pérdida de la potenciación por ésteres de forbol en los 
ratones carentes de canal de calcio de tipo N, unida a la magnitud similar de la 
potenciación mediada por mGluR7 y ésteres de forbol, indicarían que las dos 
respuestas tienen lugar exclusivamente en terminaciones con canales N. 
Atendiendo a las evidencias que muestran que los canales de calcio de tipo P/Q 
están acoplados de forma más eficiente a la liberación de glutamato que los de 
tipo N (Mintz y cols., 1995; Qian y Noebels, 2001; Wu y cols., 1999; Millán y 
cols., 2003) (fig. IV. 2 y IV. 17) decidimos estudiar la posibilidad de que la 
respuesta a los ésteres de forbol presentara distintos requerimientos de calcio 
dependiendo del tipo de canal expresado en la terminación nerviosa. Para ello, 
determinamos la liberación de glutamato inducida con ionomicina en 
sinaptosomas de ratones 1B +/+ tratados con PDBu a diferentes 
concentraciones de calcio extracelular, [Ca2+]ext: 1,33; 0,5 y 0,1 mM. A la [Ca2+]ext 
normal (1,33 mM), la potenciación de la liberación inducida por PDBu fue de un 
183,7 ± 4,1 % respecto al control (n=5; p<0,01) (fig. IV. 34 A y B). Potenciación 
que desapareció con la bajada de [Ca2+]ext a 0,5 mM (102,1 ± 3,4 % respecto al 
control; n=5; p>0,05). Sin embargo, a bajas concentraciones de Ca2+ extracelular 
(0,1 mM), PDBu potenció significativamente la liberación de glutamato (178,9 ± 
7,8 % respecto al control; n=5; p<0,01). Esta respuesta de PDBu a bajas [Ca2+]ext 
(0,1 mM) exhibió propiedades semejantes a la potenciación observada a [Ca2+]ext 
normal (1,33 mM). Así, la respuesta resultó insensible al inhibidor específico de 
PKC, bisindolilmaleimida (181,1 ± 10,0 % respecto al control sin PDBu; n=4; 
p<0,01) (datos no mostrados), pero se bloqueó con el inhibidor del sitio de 
unión de DAG, calfostina C (100,8 ± 6,1 % respecto al control; n=4; p>0,05); lo 
que confirma la implicación de Munc 13-1 en dicha potenciación a bajo calcio. 
Además, a diferencia de la potenciación por PDBu a [Ca2+]ext  1,33 mM, que no 
se observó en los ratones 1B -/- (102,6 ± 5,6 respecto al control; n=9; p>0,05), la 
potenciación de la liberación a [Ca2+]ext  0,1 mM no fue afectada por la pérdida 
del canal de calcio de tipo N (180,0 ± 3,8 respecto al control; n=4; p<0,01) (fig. 
IV. 34 B y C). Estos datos sugieren que la respuesta de PDBu a alta [Ca2+]ext  
(1,33 mM)  tiene lugar en terminaciones sinápticas con canales N, mientras que 
la respuesta a baja [Ca2+]ext  (0,1 mM) se produce, en terminaciones sinápticas 
con canales P/Q. 
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 Munc 13-1, aparte de los dominios de unión a calcio y a DAG (Brose y 
cols., 1995), exhibe un dominio de unión a calmodulina, cuya activación parece  
estar implicada en procesos de potenciación a corto plazo (Junge y cols., 2004) y 
se han determinado varios estados de activación dependiendo de el número de 
iones Ca2+ que se unan a calmodulina   (Rodríguez Castañeda y cols., 2009). Por 
ello, nos planteamos si la interacción Munc 13-1-calmodulina podría explicar las 
diferencias en los requerimientos de calcio extracelular que presenta la 
potenciación por ésteres de forbol. Para ello, realizamos experimentos en 
sinaptosomas tratados tanto con PDBu como con el inhibidor de calmodulina, 
calmidazolium. Los datos muestran que tanto a alta  [Ca2+]ext  (1,33 mM) (95,3 ± 
2,9 % respecto al control sin tratar con PDBu; n=4; p>0,05)  como a baja [Ca2+]ext  
(0,1 mM) (98,3 ± 4,4 %; n=4; p>0,05) (fig. IV. 34 A y B) el antagonista de 
calmodulina suprimió la potenciación de la liberación de glutamato. Por tanto, 
parece que ambas respuestas requieren la acción de calmodulina.  
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Figura IV. 34. La potenciación por ésteres de forbol muestra una diferente dependencia de la 
concentración extracelular de Ca2+ en los botones sinápticos con canales N y en los botones 
sinápticos con canales P/Q. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral tanto de ratones 1B (+/+) (A) como 1B (-/-) (C)  se incubaron 
media hora en presencia de adenosina desaminasa (1,25 U/mg proteína) y tanto en presencia como en 
ausencia (control) de  PDBu 1 M durante los últimos 2 minutos. Los sinaptosomas de ratones 1B 
(+/+) (A) que fueron tratados con PDBu también se incubaron tanto en presencia (registro de trazo 
discontínuo) como en ausencia del inhibidor de calmodulina, calmidazolium 1 M durante la última 
media hora.   A continuación, los sinaptosomas  se lavaron mediante centrifugación y resuspensión y 
se determinó la liberación de glutamato inducida por ionomicina 2 M a las [Ca2+]ext indicadas. Los 
diagramas de barras (C y D) representan el efecto del tratamiento con PDBu (barra sin relleno, trazo 
contínuo) a las [Ca2+]ext indicadas  tanto en sinaptosomas de ratones 1B (+/+) (B) como 1B (-/-) (D) y 
tanto en presencia (barra de trazo discontínuo) como en ausencia del inhibidor de calmodulina, 
calmidazolium. El efecto del tratramiento con PDBu se representó como una normalización respecto 
al control (barra con relleno), que fue la liberación de glutamato inducida por ionomicina (2µM) en 
sinaptosomas no tratados con PDBu. Los resultados representan la media ± error típico de 4-9 
experimentos realizados en 4-9 preparaciones de sinaptosomas.  La significación estadística se calculó 
comparando los resultados con los valores control en ausencia de tratamiento mediante el test de la t 
de Student: NSp>0,05; **p<0,01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. DISCUSIÓN 
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1. Modulación de canales P/Q por mGluR7 en el hipocampo.  
 
1.1. mGluR7 es el receptor responsable de las respuestas a L-AP4. 
 
 Los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III que se 
expresan en el cerebro exhiben baja (mGluR7) y alta afinidad (mGluR4 y 
mGluR8) por el agonista L-AP4 (Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 1994; 
Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000). El hecho de 
que concentraciones bajas del agonista L-AP4 (20 M) apenas reduzcan la 
liberación de glutamato (7%) mientras que concentraciones más altas (1 mM) 
inhiban efectivamante la liberación de neurotransmisor (33%; fig. IV. 1), señala 
a mGluR7 como receptor responsable de esta respuesta en los botones 
sinápticos de hipocampo de rata adulta. Estos datos funcionales concuerdan 
con los datos de inmunocitoquímica, que muestran que, de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III, únicamente mGluR7 lo hace de 
forma relativamente abundante en la preparación de sinaptosomas de 
hipocampo. Estos datos también coinciden con el alto contenido en ARN 
mensajero y proteína de mGluR7 descrito en el hipocampo de ratas adultas 
(Ohishi y cols., 1995; Bradley y cols., 1996; Shigemoto y cols., 1996 y 1997; 
Kinoshita y cols., 1998). Aunque los receptores de alta afinidad por L-AP4,  
como mGlu4 y mGlu8, también están presentes en el hipocampo, su expresión 
está más restringida que la de mGluR7 en la rata adulta (Shigemoto y cols., 
1997).  
Además, el papel dominante de mGluR7 en el control de la 
liberación de glutamato en las terminaciones nerviosas de hipocampo 
concuerda con el cambio ligado al desarrollo de las sinapsis de hipocampo, 
donde se pasa de un control de la transmisión sináptica compartido entre 
receptores de alta y baja afinidad por L-AP4 en las ratas jóvenes (Baskys y 
Malenka, 1991; Capogna, 2004; Ayala y cols., 2008) a una situación en la que la 
reducción de la transmisión sináptica excitadora se debe exclusivamente a 
receptores de baja afinidad en los animales adultos (Gereau y Conn, 1995). Este 
cambio que, a lo largo del desarrollo, sufre la modulación de la liberación por 
receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III, también tiene lugar en la 
corteza cerebral. Donde se ha descrito que el receptor de baja afinidad por L-
AP4, mGluR7, reduce la liberación de glutamato en ratas adultas (Millán y cols., 
2002a, 2003), mientras que, en los animales jóvenes (2-3 semanas), en cambio, 
inhiben la liberación de glutamato tanto receptores de baja (mGluR7) como de 
alta afinidad (mGluR4) (Herrero y cols., 1996; Millán y cols., 2002b).  
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1.2. mGluR7 inhibe el componente de liberación de glutamato asociado 
a canales de calcio de tipo P/Q. 
 
En la sinapsis de hipocampo de ratas jóvenes, el bloqueo de los 
canales de calcio de tipo P/Q con -agatoxina-IVA suprime la 
neurotransmisión glutamatérgica mientras que, el bloqueante de los canales de 
calcio de tipo N, -conotoxina-GVIA, tiene un efecto mucho más reducido 
(Luebke y cols., 1993; Takahashi y Momiyama, 1993; Wheeler y cols., 1994). 
También se ha descrito que el desarrollo implica un aumento de la participación 
de los canales de calcio de tipo P/Q en la transmisión glutamatérgica en 
detrimento de los canales de tipo N (Scholtz y Miller, 1995 y 1996; Iwasaki y 
cols., 2000). Además, se ha observado previamente que mGluR7 suprime casi 
completamente la transmisión sináptica en algunas sinapsis de hipocampo 
(Macek y cols., 1998). Todos estos datos concuerdan con los resultados de 
nuestro trabajo, con el que hemos confirmado que mGluR7 inhibe la liberación 
de glutamato y la entrada de Ca2+ mediadas por canales P/Q en las 
terminaciones sinápticas de hipocampo. Esto se observó tanto en terminaciones  
sinápticas de ratones control, bloqueando los canales de tipo N con -
conotoxina (fig. IV. 1) o reduciendo la concentración extracelular de Ca2+ (fig. 
IV. 2), como en terminaciones sinápticas de ratones que carecen de canal N (fig. 
IV. 14).   
No obstante, los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo 
III también reducen la transmisión glutamatérgica acoplada a canales de calcio 
de tipo N en las sinapsis de hipocampo (Gereau y Conn, 1995; Macek y cols., 
1996 y 1998; Capogna, 2004; Pelkey y cols., 2005). Nuestros datos demuestran 
que mGluR7 también es capaz de modular el componente de liberación de 
glutamato asociado a los canales de tipo N en las terminaciones nerviosas de 
hipocampo de rata adulta. A pesar de que estos canales sólo controlan una 
pequeña fracción de la liberación de glutamato (Millán y cols., 2002a).  
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1.3. Mecanismo de inhibición de la liberación por mGluR7: canales de 
Ca2+ de tipo P/Q y AMPc. 
 
mGluR7 reduce la liberación de glutamato inducida por 
despolarización en las terminaciones nerviosas de hipocampo en paralelo a una 
disminución de la entrada de calcio. Puesto que estas respuestas tienen lugar 
sin ningún cambio apreciable en los niveles de AMPc, parece razonable pensar 
que la reducción de la liberación es consecuencia directa de la inhibición de la 
actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje (Takahashi y cols., 
1996).  
Esta inhibición de la liberación es suprimida por la toxina pertúsica  
resultando insensible a los inhibidores de PKA y PKC, lo que sugiere que esta 
respuesta de mGluR7 está mediada por un un mecanismo limitado a membrana 
que implica la interacción entre subunidades  de proteínas Gi/o y los canales 
de calcio de tipo P/Q que tiene lugar en ausencia de segundos mensajeros que 
pudieran activar dichas quinasas. Esta propuesta estaría de acuerdo con la 
localización de este receptor en la zona activa presináptica de las sinapsis 
asimétricas (Ohishi y cols., 1995; Shigemoto y cols., 1996; Li y cols., 1997), donde 
se localizan también los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. 
Se ha descrito en células granulares de cerebelo, transfectadas con 
receptores mGluR7 recombinantes, la inhibición de corrientes somáticas de Ca2+ 
de tipo P/Q, y que esta respuesta implica la señalización del receptor vía 
activación de PLC y PKC (Perroy y cols., 2000). No obstante, hay que tener en 
cuenta que numerosos trabajos han puesto de manifiesto que la modulación 
que ejerce mGluR7 en sitios somáticos podría diferir de la observada en las 
terminaciones sinápticas. Por un lado, la inhibición de los canales de calcio de 
tipo P/Q somáticos es una respuesta irreversible y dependiente de PKC 
mientras que, en las terminaciones sinápticas, esta respuesta desaparece con la 
retirada de agonista mediante lavado (Macek y cols., 1998) y no requiere la 
activación de PKC (Macek y cols., 1998; Millán y cols., 2002a). Por otro lado, hay 
que señalar que, en las células granulares de cerebelo, la activación de PKC con 
ésteres de forbol mimetiza la inhibición de los canales P/Q inducida por 
mGluR7 mientras que, este mismo tratamiento, suprimió la acción inhibidora 
de mGluR7  tanto sobre la transmisión sináptica (Macek y cols., 1998) como 
sobre la liberación de glutamato (Millán y cols., 2002a). Además, hay que tener 
en cuenta que la supresión que ejerce PKC sobre las respuestas de los receptores 
metabotrópicos de glutamato presinápticos es un fenómeno bastante extendido 
que parece tener lugar a dos niveles; bien alterando la vía de señalización 
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puesta en marcha por los propios receptores (Nakajima y cols., 1999; O´Connor 
y cols., 1999), bien, en una etapa posterior, bloqueando la interacción entre las 
subunidades  de la proteína Gi/o y el canal de calcio (Zamponi y cols., 1997; 
Hamid y cols., 1999).  
Otra divergencia importante entre la modulación de los canales P/Q 
por mGluR7 a nivel somático y sináptico surge de su relación con el papel de 
calmodulina. La unión de calmodulina al dominio C-terminal de mGluR7 
favorece la liberación de las subunidades  posibilitando así su unión a los 
canales de calcio y, en consecuencia, la inhibición de la transmisión sináptica 
(O´Connor y cols., 1999). Dado que PKC mimetiza la activación del receptor 
bloqueando los canales P/Q en células granulares de cerebelo (Perroy y cols., 
2000), mientras que la fosforilación de los receptores mGluR7 sinápticos por 
esta quinasa antagoniza su unión a calmodulina (Nakajima y cols., 1999; Airas y 
cols., 2001), se podría anticipar que la inhibición de los canales P/Q a nivel 
somático es independiente de calmodulina. Por tanto, mientras que la 
interacción con calmodulina no parece necesaria para la modulación de los 
canales de calcio por los receptores somáticos (Guo e Ikeda, 2005), por el 
contrario, dicha interacción es imprescindible para las respuestas sinápticas de 
mGluR7, tanto en neuronas autápticas (O´Connor y cols., 1999),  como en 
rodajas de hipocampo (Capogna 2004) así como en terminaciones sinápticas de 
corteza cerebral (Millán y cols., 2002a). 
Podemos concluir, por tanto, que mGluR7 desencadena dos vías de 
señalización diferenciadas, integrando así los efectos que sobre la liberación de 
glutamato tienen los niveles de calcio y AMPc así como la actividad de PKA 
(fig. IV. 1). Por un lado,  la inhibición de la liberación de glutamato mediada por 
canales de calcio de tipo P/Q implica un mecanismo limitado a membrana 
consistente en una interacción dependiente de calmodulina de las subunidades 
de proteínas Gi/o con los canales de calcio que tiene lugar de forma 
independiente de la activación de PLC y PKC. Este mecanismo sería similar al 
encontrado en las terminaciones sinápticas de corteza cerebral (Millán y cols., 
2002a). Por otro lado, mGluR7 reduce los niveles de AMPc previamente 
activados con forskolina, reduciendo así la facilitación de la liberación inducida 
por PKA, de acuerdo con lo descrito en las terminaciones sinápticas de corteza 
cerebral (Millán y cols., 2002a).  
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 2. mGluR7 inhibe la liberación de glutamato tanto en botones 
sinápticos con canales N como P/Q, pero siempre va acompañado de los 
receptores GABAB y adenosina A1. 
 
Se sabe poco acerca de los factores que determinan la dotación de 
receptores de una terminación sináptica, aunque se ha descrito el papel de la 
neurona postsináptica en este proceso. En este sentido, es posible observar 
diferentes propiedades de liberación entre varios botones presinápticos 
procedentes de un mismo axón dependiendo de las características de su diana 
postsináptica. Así, en la región CA1 del hipocampo, las terminaciones 
sinápticas de las células piramidales que establecen sinapsis con interneuronas 
que expresan el receptor metabotrópico de glutamato mGlu1 tienen un 
contenido diez veces mayor en mGluR7 que aquellas que contactan con otras 
neuronas piramidales u otros tipos de interneuronas (Shigemoto y cols., 1996). 
Figura V. 1. Mecanismos de acción propuestos para la inhibición de la liberación de glutamato 
acoplada a canales de calcio de tipo P/Q por mGluR7. 
El esquema ilustra los dos mecanismos de acción puestos en marcha por mGluR7 en los botones 
sinápticos de hipocampo de rata adulta y que tienen como resultado la inhibición del componente de 
liberación controlado por canales de calcio de tipo P/Q.  Por un lado, el receptor inhibe  la actividad de 
los propios canales de calcio mediante un mecanismo limitado a membrana mediado por proteínas G 
heterotriméricas  sensibles a toxina pertúsica (Gi/o) pero que no requiere la activación de PLC o PKC, 
siendo por el contrario, inhibido por esta última. Por otra parte, la activación de la vía de adenilato 
ciclasa (AC) y PKA mediante forskolina desenmascara  la capacidad de mGluR7 para reducir los 
niveles de AMPc y, por tanto, también la liberación de glutamato.  
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Hecho que se confirmó cuando se observó que el agonista L-AP4 inhibe 
selectivamente la transmisión sináptica en aquellas terminaciones nerviosas que 
contactan con dichas interneuronas (Scanziani y cols., 1998).  
Dado que la mayoría de los receptores presinápticos inhiben canales 
de calcio dependientes de voltaje (Scholz y Miller, 1991; Yawo y Chuma, 1993; 
Wu y Saggau, 1994 y 1995; Zhang y Schmidt, 1998; Brager y cols., 2003; Millán y 
cols., 2003; Manita y cols., 2004), el tipo de canal de Ca2+ que expresa un botón 
sináptico podría afectar a su dotación de receptores. Los receptores 
metabotrópicos inhiben la actividad de los canales de calcio mediante una 
mecanismo limitado a membrana que activa proteínas G y libera subunidades 
que se unen e inhiben al canal de calcio (De Waard y cols., 1997). Sin 
embargo, los dos tipos principales de canales de calcio que controlan la 
transmisión sináptica en las sinapsis excitadoras (N y P/Q) no son igualmente 
susceptibles a la inhibición por proteínas G, siendo los de tipo N más 
susceptibles que los de tipo P/Q (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; 
Colecraft y cols., 2000; González-Inchauspe y cols., 2007). Por otro lado, está 
bien establecido que la inhibición de los canales de calcio por proteínas G puede 
revertirse mediante una despolarización intensa (Elmslie y cols., 1990) así como 
mediante la fosforilación de los canales por PKC (Hamid y cols., 1999) dando 
lugar a una facilitación de entrada de calcio. En este sentido, cabe resaltar que 
los canales de calcio de tipo N y P/Q también divergen en cuanto su capacidad 
de facilitación (Herlitze y cols., 2001).  
Los canales de calcio de tipo N están acoplados de forma menos 
eficiente a la liberación que los de tipo P/Q (Wu y cols., 1999). En este sentido, 
la introducción de quelantes de calcio en los botones sinápticos afecta 
preferentemente a la liberación acoplada a canales de calcio de tipo N (Millán y 
cols., 2002c; González-Inchauspe y cols., 2007) (fig. IV. 2), lo que sugiere que la 
distinta eficiencia de los canales N y P/Q en el control de la liberación podría 
deberse a una diferente localización respecto al sensor de calcio desencadenante 
de la exocitosis. En esta misma línea, existen evidencias que muestran que los 
canales de calcio de tipo P/Q se localizan más cerca de los sitios de liberación 
que los de tipo N (Wu y cols., 1999; Millán y cols., 2003; González-Inchauspe, 
2007). En consecuencia, si la entrada de calcio a través de los canales de calcio 
de tipo N es menos eficiente desencadenando la exocitosis de glutamato se 
podría inferir que se requiere un flujo de calcio mayor por los canales N para 
desencadenar una liberación de glutamato similar a la que provocan los canales 
P/Q. Por tanto, cabe esperar que la inhibición de los canales N por receptores 
metabotrópicos tenga un mayor impacto en la liberación de glutamato. Esto 
unido al hecho de que los canales de Ca2+ de tipo N son más susceptibles a la 
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inhibición por proteínas G, podría explicar la menor eficiencia sináptica de los 
sitios de liberación con  canales N (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; 
Millán y cols., 2003; González-Inchauspe y cols., 2007). 
En las terminaciones sinápticas de corteza cerebral, los receptores de 
adenosina A1 inhiben tanto la liberación acoplada a canales de calcio de tipo N 
como a canales de calcio de tipo P/Q (Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997; Ladera y 
cols., 2007), mientras que los receptores mGluR7 y GABAB reducen 
exclusivamente la liberación de glutamato controlada por canales de calcio de 
tipo N. Estos datos coinciden con la desaparición de la oclusión de las 
respuestas de los tres receptores en los ratones que carecen del canal de calcio 
de tipo N (ratones 1B -/-) (fig. IV. 13). Esta ausencia de oclusión de las 
respuestas en los ratones 1B -/- se observa a baja concentración de calcio 
extracelular, una condición en la que la liberación acoplada a canales de calcio 
de tipo P/Q es más susceptible a la inhibición por receptores metabotrópicos. El 
hecho de que la oclusión de las respuestas inhibidoras de mGluR7, GABAB y 
adenosina A1 se restrinja a terminaciones sinápticas que contengan canales de 
calcio de tipo N, nos podría llevar a especular que, factores como la elevada 
susceptibilidad a la inhibición por proteínas G o el peor acoplamiento a la 
exocitosis de los canales de calcio de tipo N, sean los que determinen  la 
abundancia de estos receptores metabotrópicos  en las terminaciones sinápticas 
que expresan este tipo de canal de calcio. Sin embargo, en las terminaciones 
sinápticas de hipocampo, esta oclusión de las respuestas de los tres receptores 
se observa también en terminaciones donde la liberación de glutamato está 
controlada por canales de calcio de tipo P/Q (fig. IV. 16), por tanto, deben 
existir otros factores responsables de la colocalización de estos receptores. Uno 
de esos factores podría ser la afinidad de estos receptores por su agonista 
endógeno. Parece poco probable que la coexistencia de los receptores esté 
determinada por la distribución de los receptores de adenosina A1, ya que éstos 
también inhiben la liberación de glutamato controlada por canales de calcio de 
tipo P/Q en las terminaciones de la corteza cerebral, mientras que la oclusión 
de las respuestas de los receptores sólo afecta a la liberación controlada por 
canales de calcio de tipo N. De igual manera, tampoco parece que el receptor 
GABAB sea el determinante de la colocalización ya que, aunque es capaz de 
modular la liberación de glutamato en las terminaciones sinápticas de corteza 
cerebral de los ratones 1B -/- , en condiciones de bajo calcio extracelular (fig. 
IV. 13 E), su respuesta no ocluye a la del receptor de adenosina A1. Sin embargo, 
es posible que la coexistencia de los tres receptores esté determinada por la 
presencia de mGluR7, dada su baja afinidad por glutamato (Okamoto y cols., 
1994; Saugstad y cols., 1994; Conn y Pin, 1997). Puesto que estos tres receptores 
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inhiben la liberación de glutamato mediante una vía de señalización común 
(Ladera y cols., 2007), la coexistencia de los mismos aumentaría 
considerablemente la probabilidad de activación del mecanismo de inhibición 
de la liberación. Este incremento en la probabilidad de activación de la vía de 
señalización inhibidora cobra especial relevancia en el caso de mGluR7, dada su 
baja afinidad por el agonista endógeno (Okamoto y cols., 1994), lo que restringe 
su activación  a periodos de intensa actividad presináptica (Pelkey y cols., 2005). 
De este modo, la coexistencia de estos tres receptores metabotrópicos facilitaría 
la puesta en marcha del mecanismo inhibidor a concentraciones más bajas de 
agonista, si alguno de los receptores está activado de manera tónica.  
Parece razonable que el fenómeno de oclusión de las respuestas 
inhibidoras que hemos descrito en las terminaciones sinápticas de corteza 
cerebral e hipocampo no se limite sólo a los tres receptores que han sido objeto 
de estudio (mGluR7, GABAB, adenosina A1) sino que abarque a muchos otros 
receptores que modulan la liberación de glutamato, tales como receptores 
muscarínicos (Qian y Saggau, 1997), -adrenérgicos (Scanziani y cols., 1993) u 
opioides (Simmons y Chavkin, 1996). Otro candidato podría ser el receptor de 
cannabinoides CB1, considerado el más abundante en las terminaciones 
nerviosas excitadoras (Katona y cols., 2006) y que inhibe tanto la entrada de 
calcio como la liberación de glutamato acoplada a canales de calcio de tipo N 
(Wilson y Nicoll, 2001; Liang y cols., 2004; Kushmerick y cols., 2004; Godino y 
cols., 2005 y 2007). Así mismo, la acción inhibidora del receptor de kainato 
converge con la de los receptores de adenosina A1 y GABAB en las sinapsis entre 
los axones colaterales de Schaffer y las células piramidales de la región CA1 del 
hipocampo (Partovi y Frerking, 2006).  
Esta abundancia de receptores capaces de inhibir la liberación de 
glutamato podría implicar la existencia de sinapsis que requieren un estricto 
control presináptico. Si bien nuestros resultados indican que la coexistencia de 
receptores tiene lugar tanto en terminaciones nerviosas con canales de calcio de 
tipo N como de tipo P/Q, sorprende el hecho de que la redundancia de 
receptores inhibidores tenga lugar en botones sinápticos con canales de calcio 
de tipo N, mal acoplados a la maquinaria exocitótica (Wu y cols., 1999; Millán y 
cols., 2003; González-Inchauspe y cols., 2007). Cabe la posibilidad de que éstos 
botones sinápticos estén dotados de mecanismos de facilitación de la liberación 
intrínsecos que compensen tanto la restricción en la entrada de calcio impuesta 
por los receptores acoplados a proteínas G  como la mayor distancia respecto a 
los sitios de liberación.  
   Puesto que mGluR7 inhibe la liberación de glutamato mediada 
tanto por canales N, en los botones sinápticos de la corteza cerebral, como por 
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canales P/Q, en los botones sinápticos de hipocampo y que, en ambos casos, 
tiene lugar la oclusión de las respuestas inhibidoras de los tres receptores, 
podemos concluir que la respuesta inhibidora de mGluR7 no depende del tipo 
de canal de calcio que exprese la terminación sináptica sino que parece más 
bien relacionada con la presencia heterorreceptores que cooperen con mGluR7 
en la inhibición de la liberación de glutamato.   
 
3. Propiedades diferenciales de la liberación en botones 
sinápticos que expresan canales N ó canales P/Q. 
 
3.1. mGluR7 inhibe la liberación mediada por canales P/Q en el 
hipocampo pero no en la corteza cerebral. 
 
  Si bien la liberación de glutamato inducida por KCl depende en 
gran medida de los canales de Ca2+ del tipo P/Q y en menor proporción de los 
canales del tipo N,    los botones sinápticos de la corteza cerebral de los ratones 
que carecen de canales de calcio de tipo N ( 1B -/-)  presentan una magnitud de 
liberación similar a la de los animales control,  pero  exclusivamente 
dependiente de canales de calcio de tipo P/Q (fig. IV. 10). Esta sustitución de 
canales N por P/Q está de acuerdo con el incremento en la expresión de la 
subunidad principal de los canales de calcio de tipo P/Q ( 1A) que se observa en 
los ratones carentes de canales N (Takahashi y cols., 2004).  Ahora bien, en las 
terminaciones sinápticas de la corteza cerebral, los canales P/Q no sustituyen 
todas las funciones de los canales N, como es el caso de la inhibición de la 
liberación que comparten los receptores metabotrópicos mGluR7, GABAB y 
adenosina A1, porque, en los botones sinápticos de corteza cerebral de ratones 
1B -/- , desaparece la inhibición por mGluR7 (fig. IV. 10). Sin embargo, los 
resultados de inmunocitoquímica obtenidos en la preparación de sinaptosomas 
de los ratones 1B -/- (fig .IV 11) indican que la expresión de mGluR7 es normal, 
lo que sugiere que la síntesis y transporte del receptor a los terminales 
sinápticos no están alterados. Dado que los botones corticales de estos ratones 
conservan otras respuestas de mGluR7, como la modulación de la vía adenilato 
ciclasa/AMPc/PKA (fig. IV. 12)., y que el receptor inhibe la liberación de 
glutamato mediada por canales P/Q en el hipocampo, resulta difícil explicar 
por qué, en los ratones 1B -/- , los receptores mGluR7 de la corteza cerebral no 
pueden modular la liberación de glutamato mediada por canales P/Q. Cabe la 
posibilidad de  que la organización del complejo de señalización de mGluR7 
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requiera algunas proteínas distintas en los botones sinápticos con canales N y 
en los botones sinápticos con canales P/Q.   
 
3.2. El peor acoplamiento de los canales de calcio de tipo N a la 
liberación de glutamato es una propiedad intrínseca independiente de 
la inhibición por proteínas G.  
 
Durante el desarrollo tienen lugar cambios en el acoplamiento de los 
canales de calcio a liberación de glutamato. Así, en las sinapsis del cáliz de Held 
de animales jóvenes, la liberación de neurotransmisor está controlada por 
múltiples subtipos de canales de calcio mientras que, en sinapsis más maduras, 
los canales de calcio de tipo P/Q asumen un papel predominante en el control 
de la liberación (Fedchyshyn y Wang, 2005). Sin embargo, en las sinapsis de la 
corteza cerebral y del hipocampo de animales adultos, los canales N mantienen 
parte del control de la liberación de glutamato (Iwasaki y cols., 2000).  
 Se sabe que las corrientes de calcio de tipo N se activan a potenciales 
menos negativos que las corrientes de tipo P/Q de lo que se puede inferir que 
la corriente de entrada de calcio por los canales de tipo N durante un potencial 
de acción será menor, dando como resultado una transmisión sináptica menos 
eficiente. En las terminaciones sinápticas de corteza cerebral adulta, la 
liberación de glutamato mediada por canales de calcio de tipo N es más sensible 
a la disminución de la concentración extracelular de calcio que la mediada por 
canales de calcio de tipo P/Q (fig. IV. 17 A). En los ratones 1B -/- , donde toda 
la liberación está mediada por canales de calcio P/Q, se pierde el componente 
de liberación más sensible a la disminución del calcio extracelular (fig. IV. 17 B). 
Estos resultados, junto con la mayor sensibilidad de la liberación acoplada a 
canales N a los quelantes del calcio intracelular que muestra la liberación 
acoplada a canales de calcio de tipo N en los botones sinápticos de hipocampo 
(fig. IV. 2); sugieren el peor acoplamiento de los canales N a la liberación de 
glutamato en comparación con los canales P/Q. Esto podría deberse a que este 
tipo de canales estén más lejos de los sitios de liberación que los de tipo P/Q, 
con lo cual contribuyen de forma menos eficiente a la liberación (Wu y cols., 
1999; Millán y cols., 2003).  
A pesar de que los factores mencionados reducen la eficacia de los 
canales de tipo N para desencadenar la liberación, este tipo de canales está 
sometido además, a una gran presión inhibidora por receptores metabotrópicos 
acoplados a proteínas G, como son los receptores mGluR7, GABAB y adenosina 
A1 (Ladera y cols., 2007) (fig. IV. 13). Este control presináptico redundante por 
receptores acoplados a proteínas G no tiene lugar en las terminaciones con 
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canales de calcio de tipo P/Q, al menos en la corteza cerebral. El mal 
acoplamiento a la exocitosis de los canales N es una propiedad intrínseca de los 
mismos sin relación con la profusión de receptores inhibidores, ya que la 
supresión con toxina pertúsica de la  posible inhibición tónica por proteínas G 
de los canales de calcio no altera las diferencias observadas en el acoplamiento a 
la liberación de glutamato entre los canales de calcio de tipo N y de tipo P/Q 
(fig. IV. 17).  
 
3.3. La liberación de glutamato mediada por canales N es más 
susceptible a la facilitación por PKC.  
 
En las terminaciones sinápticas de corteza cerebral, el éster de forbol 
PDBu potenció en mayor medida la liberación controlada por canales de calcio 
de tipo N. Esto se observó tanto aislando el componente de liberación de 
pendiente de canales N, mediante -conotoxina-GVIA, como en las 
terminaciones sinápticas de ratones carentes canales N ( 1B -/-), en los que toda 
la liberación de glutamato depende de los canales P/Q.   
Además, PKC  modula la actividad de los canales de Ca2+ tanto de 
forma directa, incrementando la corriente de entrada de calcio por éstos (Yang y 
Tsien, 1993; Stea y cols., 1995), como indirecta, mediante la fosforilación de la 
subunidad 1 de estos canales y el consiguiente bloqueo de su inhibición por 
subunidades G   (Swartz y cols., 1993; Zamponi y cols., 1997;  Hamid y cols., 
1999; Herlitze y cols., 2001). Puesto que los canales N presentan una mayor 
inhibición por proteínas G (Zhang y cols., 1996; Currie y Fox, 1997; Colecraft y 
cols., 2000; González-Inchauspe y cols., 2007), esto explicaría su mayor 
facilitación por PKC.  
 PKC también puede facilitar la liberación de neurotransmisores 
actuando a nivel de la maquinaria exocitótica. La activación de PKC con ésteres 
de forbol aumenta el número de vesículas dispuestas para ser liberadas (RRP, 
del inglés ready releasable pool) (Ghirardi y cols., 1992; Gillis y cols., 1996; Smith y 
cols., 1998; Silinsky y cols., 2003) y mejora el acoplamiento entre calcio y 
exocitosis (Korogod y cols., 2007). En este sentido, se ha descrito la fosforilación 
por PKC de proteínas sinápticas como son SNAP-25 (Genoud y cols., 1999; 
Kataoka y cols., 2000; Nagy y cols., 2002; Houelan y cols., 2007), integrante del 
complejo SNARE, y Munc 18 (de Vries y cols., 2000; Barclay y cols., 2003; Craig 
y cols., 2003; Nili y cols., 2006), cuya fosforilación permite su disociación de 
sintaxina y la consiguiente formación del complejo SNARE (entre sintaxina, 
SNAP 25 y sinaptobrevina) (Dulubova y cols., 1999; Verhage y cols., 2000; Yang 
y cols., 2000, Misura y cols., 2000; de Vries y cols., 2000; Barclay y cols., 2003; 
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Craig y cols., 2003; Nili y cols., 2006), necesario para la hemifusión de la vesícula 
sináptica, que quedaría así dispuesta para ser liberada. 
Además de PKC, los ésteres de forbol también pueden potenciar la 
transmisión sináptica mediante la activación de proteínas no quinasas (pero que 
poseen un dominio C1 de unión a diacilglicerol) como la familia de proteínas 
munc 13 (Rhee y cols., 2002; Wierda y cols., 2007; Lou y cols., 2008). Las 
proteínas Munc 13 son proteínas de la zona activa  esenciales para la liberación 
de vesículas sinápticas (Varoqueaux y cols., 2002) ya que, mediante su 
interacción con sintaxina, posibilitan la formación del complejo SNARE y la 
preparación de las vesículas sinápticas para su liberación (Brose y cols., 2000). 
Sería necesario determinar si la potenciación de la liberación inducida con 4- 
aminopiridina es sensible al inhibidor específico de PKC, bisindolilmaleimida, y 
a calfostina C, para poder implicar a las proteínas Munc 13 en estas respuestas.  
 
4. mGluR7 potencia la liberación de glutamato.  
 
Como ya hemos explicado, está bien establecida la capacidad de mGluR7 
para inhibir la liberación de glutamato mediante la reducción de la entrada de 
calcio  a través de los canales dependientes de voltaje en la presinapsis. Sin  
embargo, nuestros experimentos en sinaptosomas de corteza cerebral ponen de 
manifiesto que, aparte de mediar la inhibición de la liberación de 
neurotransmisor, mGluR7 también activa una vía de señalización que conlleva 
la potenciación de la liberación de glutamato. Dicha potenciación requiere al 
menos una exposición de 10 minutos al agonista L-AP4  y, una vez establecida, 
anula la inhibición de la liberación inducida por una segunda exposición al 
agonista. A diferencia de la respuesta inhibidora, en la que una proteína G 
sensible a PTx (Gi/o) reduce la actividad de los canales de calcio dependientes 
de voltaje, la respuesta potenciadora está mediada por una proteína G resistente 
a la toxina pertúsica que activa PLC, incrementando así la hidrólisis de 
fosfatidil inositol bifosfato y la translocación dependiente de diacilglicerol de la 
proteína munc 13-1. 
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4.1. mGluR7 activa PLC. 
 
Aparte de las conocidas acciones inhibidoras de mGluR7 sobre los 
canales de calcio dependientes de voltaje (Millán y cols., 2002a y 2002b; Pelkey y 
cols., 2006) y la adenilato ciclasa (Millán y cols., 2002a), mediante sistemas de 
expresión heterólogos, se ha observado que este receptor también puede activar 
canales GIRK (canales rectificadores de la entrada de potasio dependientes de 
proteínas G) (Sorensen y cols., 2002) así como inhibir canales de Ca2+ somáticos 
mediante la activación de PLC (Perroy y cols., 2000). Sin embargo,  se desconoce 
la relevancia fisiológica de estas vías de señalización a nivel presináptico, donde 
está localizado mGluR7 (Shigemoto y cols., 1996).  Por el contrario, nuestro 
hallazgo de que receptores mGluR7  sinápticos activan PLC y potencian de la 
liberación de glutamato está de acuerdo con estudios de trasmisión sináptica 
previos, donde se pone de manifiesto la implicación de una PLC presináptica en 
la potenciación sináptica observada en células de hipocampo en cultivo 
(Rosenmund y cols., 2002). En este estudio, el inhibidor de PLC, U-73122, 
bloquéo la potenciación de la liberación inducida por  una estimulación de alta 
frecuencia. Dado que PLC es una enzima dependiente de calcio, se propuso que 
su activación  se debía simplemente al incremento de calcio provocado por la 
estimulación de alta frecuencia. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que, 
además del calcio, la PLC presináptica también es activada por la acción de 
proteínas G sensibles a PTx activadas por mGluR7. A pesar de la baja afinidad 
de mGluR7 por su agonista (Okamoto y cols., 1994), parece razonable pensar 
que la estimulación de alta frecuencia podría incrementar la liberación de 
glutamato hasta niveles suficientes para activar a este receptor (Pelkey y cols., 
2005)  y que, por tanto, la activación de PLC atribuida al incremento de calcio 
pudiera estar mediada también por la activación de  mGluR7.  
No obstante, desconocemos la identidad de la isoforma de PLC 
implicada en la potenciación de la liberación mediada por L-AP4 observada en 
terminaciones nerviosas de corteza cerebral. En mamíferos, han sido 
identificadas al menos 13 isoformas de PLC pertenecientes a seis familias 
designadas como PLC , - , - , - , -  y - , de las cuales, sólo las isoformas ,  y  
se expresan abundantemente en el cerebro (Rhee, 2001; Rebecchi y cols., 2000; 
Hwang y cols., 2005). Aunque todas las isoformas de PLC catalizan la hidrólisis 
de fosfatidil inositol (4,5)-bifosfato con la consiguiente formación de DAG e IP3, 
la presencia de distintos dominios de regulación las hace susceptibles a 
diferentes modos de activación. Si bien todas las isoformas de PLC requieren 
calcio para su activación son las isoformas , y  las más sensibles a este 
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catión. Además, mientras que las isoformas , y  son susceptibles de 
activación por la subunidades  de proteínas G, sólo la primera de ellas puede 
ser activada por subunidades  de proteínas Gq (Rhee, 2001; Cockcroft, 2006). 
Por tanto,  al menos tres isoformas distintas de PLC pueden ser activadas por 
receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G y, por consiguiente, podrían 
estar implicadas en la potenciación de la liberación inducida por mGluR7.  
  
4.2. La modulación de la liberación que ejerce mGluR7 es un balance 
entre inhibición y facilitación. 
 
Estudios recientes han puesto de manifiesto el control bidireccional de 
mGluR7 sobre la plasticidad sináptica en el hipocampo (Pelkey y cols., 2005). 
Así, en rodajas control, la activación de mGluR7 durante una estimulación de 
alta frecuencia provoca una depresión a largo plazo (LTD) de la transmisión 
sináptica entre las fibras musgosas y las interneuronas del stratum lucidum, que 
está causada por la disminución persistente de la liberación de glutamato como 
consecuencia de la activación del receptor. Sin embargo, en rodajas pretratadas 
con el agonista L-AP4, la estimulación de alta frecuencia produce una 
potenciación de la transmisión sináptica (LTP) que parece relacionada con la 
internalización del receptor (Pelkey y cols., 2007), y la pérdida de la inhibición. 
Sin embargo, la internalización de mGluR7 es un proceso parcial que no 
explicaría la pérdida total de su respuesta inhibidora. Nuestro hallazgo de que 
mGluR7 puede activar PLC y potenciar la liberación de glutamato, 
contrarrestando así la respuesta inhibidora, proporciona una explicación 
adicional y alternativa a la conversión de LTD en LTP, que tiene lugar en estas 
sinapsis. Parece que la desensibilización e internalización tras estimulación 
prolongada es una característica propia de los receptores acoplados a PLC, 
como los mGluR del grupo I (Dale y cols., 2001; Doherty y cols., 1999; Mundell 
y cols., 2001, 2003; Sallese y cols., 2000) que no muestran los receptores 
acoplados a adenilato ciclasa, como son los mGluR del grupo III. En este 
sentido, se ha observado que el receptor mGlu4 no experimenta 
desensibilización ni internalización por exposición prolongada a L-AP4, sin 
embargo, cuando el este receptor se coexpresa con una proteína G quimérica 
susceptible de activación por el receptor y capaz de activar a PLC (Gqo5), 
mGluR4 si experimenta una internalización dependiente de agonista 
(Mathiesen y Ramirez, 2006). Esto mismo podría ocurrir con mGluR7: cuando el 
receptor está acoplado a la vía inhibidora no se desensibiliza ni internaliza, sino 
que sólo lo hace cuando se acopla a PLC, tras la estimulación prolongada. 
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 La potenciación de la liberación inducida por L-AP4 que hemos 
observado en botones de corteza cerebral posee algunas características similares 
a la LTP que induce la estimulación de alta frecuencia en las rodajas de 
hipocampo tras su tratamiento con L-AP4 (Pelkey y cols., 2008). Así, en ambos 
tipos de sinapsis la potenciación de la liberación requiere una exposición 
prolongada a L-AP4 y tiene lugar a pesar de  la reducción en la entrada de 
calcio. Sin embargo, mientras que la potenciación observada en las sinapsis 
entre fibras musgosas e interneuronas es suprimida tanto por el inhibidor de 
adenilato ciclasa, DDOA, como por el inhibidor de PKA, H-89; la potenciación 
que induce L-AP4 en las terminaciones nerviosas de corteza cerebral es 
insensible a estos fármacos aunque sí es bloqueada por el inhibidor de PLC, U-
73122.  
Ante este nuevo papel de mGluR7 como modulador bidireccional de la 
liberación de glutamato surge la cuestión de si existe una única población de 
botones en los que L-AP4 ejerce una modulación dual de la liberación o si, por 
el contrario, existen dos poblaciones de terminaciones sinápticas que expresen 
las diferentes respuestas del receptor. Así, una de ellas resultaría inhibida y la 
otra potenciada por el agonista con cinéticas distintas. No obstante, el hecho de 
que una segunda adición de L-AP4 no tenga efecto inhibidor sobre la liberación 
(fig. IV. 21 A) sugiere que mGluR7 inhibe y facilita la liberación de glutamato en 
la misma población de terminaciones nerviosas; de otro modo, este segundo 
pulso de L-AP4 debería reducir la liberación de neurotransmisor de la misma 
manera que inhibe la entrada de calcio (fig. IV. 21 C).  
 
4.3. Participación de la proteína Munc 13-1. 
 
La potenciación de la liberación por mGluR7 es insensible al inhibidote 
específico de PKC, bisindolilmaleimida, que bloquea el sitio de unión a ATP, 
pero se pierde con bloqueantes del sitio de unión de diacilglicerol (DAG), como 
calfostina C. Esto sugiere que la potenciación por mGluR7 depende de 
proteínas no quinasas  activadas por DAG, como son las proteínas Munc 13. En 
este sentido, se ha descrito que receptores de histamina H1 potencian la 
exocitosis  de neurotransmisores mediante una vía de señalización que implica 
la activación de PLC por proteínas Gq y que es dependiente de Munc 13-1 
(Bauer y cols., 2007).  
La familia de proteínas Munc 13 está compuesta por las isoformas Munc 
13-1, Munc 13-2 y Munc 13-3 expresadas exclusivamente en la zona activa 
presináptica (Augustin y cols., 1999). La función principal de las proteínas 
Munc 13 es la preparación de las vesículas sinápticas para su liberación. Así, la 
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interacción de las proteínas Munc 13 con sintaxina posibilita la conformación 
abierta de esta última y el consiguiente ensamblaje del complejo SNARE (entre 
la propia sintaxina y las proteínas SNAP 25 y sinaptobrevina). De este modo, las 
vesículas sinápticas van a quedar hemifusionadas a la membrana plasmática y 
dispuestas para ser liberadas en el momento en el que un  potencial de acción 
llegue a la presinapsis. Munc 13-1 es la isoforma con un patrón de expresión 
cerebral más amplio y su pérdida conlleva la muerte del animal a las pocas 
horas del nacimiento, así como el bloqueo de la práctica totalidad de la 
transmisión sináptica (Rhee y cols., 2002; Varoqueaux y cols., 2002). Además, 
esta proteína participa en los procesos de plasticidad sináptica, como son la 
facilitación de la liberación de neurotransmisores inducida por ésteres de forbol 
(Rhee y cols., 2002) o por estimulación repetida (Rosenmund y cols., 2002), ya 
sea mediante el incremento de la población de vesículas preparadas para la 
liberación o por el incremento de la sensibilidad al Ca2+ de la fusión de las 
vesículas (Basu y cols., 2007). Por tanto, es probable que Munc 13-1 sea la 
isoforma responsable de la potenciación por mGluR7. En este sentido, se ha 
descrito que la activación de Munc 13-1 con ésteres de forbol provoca su 
translocación a la membrana plasmática (Betz y cols., 1998), lo que concuerda 
con nuestras observaciones en botones sinápticos, donde tanto la estimulación 
de mGluR7 como el tratamiento con ésteres de forbol translocan a Munc 13-1 de 
la fracción soluble a la de membrana (fig. IV. 25). Además, el hecho de que 
mGluR7 y Munc 13-1 coinmunoprecipiten sugiere que ambas proteínas se 
localizan en un mismo complejo proteico estable, pudiendo mantener tanto una 
interacción directa como indirecta. Estos resultados coinciden con estudios 
recientes que muestran la necesidad de la interacción de mGluR7 con otra 
proteína de la zona activa, RIM1 proteína que interacciona con Rab3a), para el 
establecimiento de un proceso una potenciación a largo plazo dependiente de 
adenilato ciclasa y PKA. Es más, el agonista L-AP4 impide la 
coinmunoprecipitación de mGluR7b y RIM1 , sugiriendo que ambas proteínas 
también se localizan en el mismo complejo molecular y que su interacción se ve 
impedida por un proceso de activación/internalización del receptor.  De este 
modo, esta asociación proporcionaría un potencial mecanismo molecular que 
explique el hecho de que la internalización de mGluR7 posibilite un proceso de 
LTP en las sinapsis entre fibras musgosas e interneuronas del stratum lucidum 
(Pelkey y cols., 2008).  Cabe resaltar también que munc 13-1 interacciona con 
RIM1 y que esta interacción posibilita el reclutamiento de munc 13-1 en la 
zona activa (Andrews-Zwilling y cols., 2006). Todos estos datos sugieren, por 
tanto, que los complejos de mGluR7 con proteínas de la zona activa podrían 
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tener un papel relevante en la modulación de la liberación de glutamato que 
ejerce el receptor.  
 
4.4. Relevancia fisiológica de la vía facilitadora de mGluR7. 
 
Con nuestro trabajo, hemos puesto de manifiesto un papel dual de 
mGluR7 en el control de la liberación de glutamato ya que el receptor puede 
tanto inhibir como facilitar dicho proceso (fig. V. 2).  Parece razonable pensar 
que la retroalimentación negativa que sobre la liberación ejerce la respuesta 
inhibidora de mGluR7 podría prevenir la acumulación de glutamato en la 
brecha sináptica y los consiguientes efectos neurotóxicos de ésta. 
Desconocemos, sin embargo, la importancia fisiológica de la nueva señalización 
puesta en marcha por mGluR7 para facilitar la liberación de glutamato. De 
hecho, dado que el receptor se acopla a la vía facilitadora de forma menos 
eficiente, como pone de manifiesto el requerimiento de exposiciones 
prolongadas al agonista (10 minutos), parecería que la principal función de 
mGluR7 es proporcionar un control inhibidor a la sinapsis. Esto concuerda con 
el hecho de que la pérdida del receptor da lugar a un fenotipo convulsivo 
debido a la acumulación excesiva de glutamato en la sinapsis (Sansig y cols., 
2001; Zhang y cols., 2008). El control dual de la liberación ejercido por mGluR7 
podría tener un papel homeostático. De este modo, mGluR7 impediría que las 
sinapsis cayeran en un estado de depresión contínua causado por la saturación  
de la respuesta inhibidora de mGluR7 por una liberación continuada de 
neurotransmisor.  
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4.5. La modulación dual de la liberación no es una característica 
exclusiva de mGluR7. 
 
mGluR7 coexiste en las terminaciones nerviosas glutamatérgicas con 
otros receptores presinápticos acoplados a proteínas G, como son los receptores 
de adenosina A1 y GABAB, con los que coopera en la inhibición de la liberación 
de glutamato mediante una vía de señalización común (Ladera y cols., 2007) 
(fig. IV. 13 y 16). Por ello, lo primero que nos planteamos fue estudiar si estos 
receptores cooperan en la potenciación la liberación de glutamato. En este 
sentido, encontramos que, en las terminaciones nerviosas de corteza cerebral, 
una activación submáxima simultánea de estos tres receptores provocó una 
respuesta sinérgica (fig. IV. 28), aunque la magnitud de ésta no superó la 
activación máxima individual de mGluR7, indicando que, como ocurre con  las 
Figura V. 2. Modulación dual de la liberación de glutamato mediada por mGluR7. 
El esquema ilustra las dos vías de señalización puestas en marcha por  mGluR7.    
Por un lado, exposiciones breves al agonista L-AP4 (1mM, 30 segundos) inician una cascada de 
señalización que activa a proteínas G sensibles a toxina pertúsica (Gi/o) y que tiene como resultado 
una reducción en la entrada de calcio tras la despolarización con la consiguiente inhibición de la 
liberación de glutamato. 
 Por otro lado, exposiciones prolongadas al agonista (1mM, 10 min.) conducen a la potenciación de la 
liberación de glutamato. Esta potenciación de la liberación implica la activación de proteínas G 
resistentes a PTx que activan a la fosfolipasa C (PLC), incrementando la hidrólisis de fosfatidil inositol 
bifosfato (PIP2) y promoviendo la translocación dependiente de diacilglicerol (DAG) de la proteína 
munc 13-1.  
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respuestas inhibidoras (fig. IV 13 y 16), las respuestas facilitadoras de estos tres 
receptores también se ocluyen. El hecho de que este fenómeno de convergencia 
de las respuestas potenciadoras de la liberación tenga lugar precisamente en las 
terminaciones nerviosas donde la liberación de glutamato está controlada por 
canales de calcio de tipo N, acoplados de forma muy poco eficiente a la 
liberación de neurotransmisor (Wu y cols., 1999; Millán y cols., 2003) (fig. IV. 2 y 
17) podría hacer que cobrara sentido la abundancia de receptores presinápticos 
inhibidores que presentan estas terminaciones sinápticas. Parece que el más 
débil acoplamiento de los canales N a la exocitosis, junto con la presión 
inhibidora de proteínas G, dotaría a los botones sinápticos con canales N de 
rango dinámico para la facilitación de la liberación. Por todo esto, resultaría 
muy interesante determinar si la respuestas potenciadoras de estos receptores 
se limita a botones sinápticos con canales N o, como ocurre con la respuestas 
inhibidoras, también puede darse en botones sinápticos con canales P/Q.  
El receptor GABAB también es capaz de potenciar la liberación de 
glutamato e incrementar la liberación de IP1 (fig. IV. 27). Por tanto, este receptor 
también potencia la liberación de glutamato mediante la activación de PLC y la 
consiguiente hidrólisis de fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), sin embargo, a 
diferencia de mGluR7, la potenciación inducida por el receptor GABAB parece 
mediada una proteína G sensible a toxina pertúsica (fig. IV. 27 A y B). 
 
5. Los ésteres de forbol ocluyen la potenciación de mGluR7.  
 
En esta tesis doctoral hemos puesto de manifiesto que tanto los 
ésteres de forbol como la estimulación prolongada de mGluR7 potencian la 
liberación de glutamato a través de un mecanismo de señalización intracelular 
compartido, que se expresa en los botones sinápticos de la corteza cerebral con 
canales N. Además, hemos observado que PDBu, a diferencia de mGluR7, 
también potencia la liberación de glutamato en terminaciones que contienen 
canales de calcio de tipo P/Q, aunque esto ocurre sólo en condiciones de 
entrada reducida de Ca2+. La diferente dependencia de Ca2+ de la potenciación 
mediada por PDBu entre las terminaciones sinápticas con canales de calcio de 
tipo N y las terminaciones sinápticas con canales P/Q no parece depender de la 
isoforma de Munc 13, ya que los dos tipos de botones sinápticos contienen tanto 
Munc 13-1 como Munc 13-2, pero podría estar relacionada con otras 
propiedades de la maquinaria de liberación pendientes de estudio.   
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5.1. La potenciación de mGluR7 se pierde en ratones que carecen de 
canales N. 
 
La liberación de glutamato en las terminaciones sinápticas de la corteza 
cerebral está controlada tanto por canales de calcio de tipo N como de tipo P/Q 
(Vázquez y Sánchez-Prieto 1996; Millán y cols., 2002), aunque mGluR7 sólo 
inhibe la liberación mediada por canales N (Millán y cols., 2002a, 2003). La 
pérdida de la potenciación de la liberación mediada por mGluR7 que 
observamos en los botones sinápticos de la corteza cerebral de ratones carentes 
de canal de calcio de tipo N (ratones 1B -/-) (fig. IV. 30) concuerda con la 
pérdida de la respuesta inhibidora (fig. IV. 10). Por tanto, la desaparición del 
canal de calcio de tipo N conlleva la pérdida de las modulaciones de la 
liberación por mGluR7. Nuestros datos ponen de manifiesto que esto no se debe 
a alteraciones en la síntesis, transporte o reparto del receptor, ya que las 
terminaciones nerviosas de corteza cerebral de ratones  1B -/-, donde toda la 
liberación de glutamato inducida está controlada por canales de calcio de tipo 
P/Q, presentan una expresión del receptore  similar a las de los animales 
control (fig. IV. 11). Además, en ratones 1B -/-, sí tienen lugar otras respuestas 
de mGluR7, como la disminución de la liberación inducida por forskolina, que 
depende de la inhibición de la adenilato ciclasa y de los niveles de AMPc 
(Millán y cols., 2002a) (fig. IV. 12). Por tanto, la incapacidad del receptor tanto 
para inhibir la entrada de calcio y la liberación de glutamato como para 
potenciar la liberación del neurotransmisor que se observa en los animales 1B -
/- podría deberse a alteraciones en  la localización exacta de mGluR7 en la zona 
activa (Shigemoto y cols., 1996) que impidieran su interacción con los canales de 
calcio acoplados a la maquinaria de liberación. Como ya hemos comentado, 
aunque se han identificado algunas proteínas que interaccionan con mGluR7 
(Enz, 2002a, 2002b; O'Connor y cols., 1999; Perroy y cols., 2002) se desconoce la 
organización del complejo presináptico alrededor de este receptor. La proteína 
PICK1 parece esencial para el agrupamiento del receptor en los sitios 
presinápticos (Boudin y cols., 2000) y para su acción inhibidora sobre los 
canales de calcio (Perroy y cols., 2002) pero desconocemos que proteínas son 
importantes para el acoplamiento del receptor a las distintas vías de 
señalización (inhibición de los canales de Ca2+,  inhibición de la adenilato ciclasa 
y activación de PLC). 
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5.2. La potenciación por ésteres de forbol tiene el mismo perfil 
farmacológico que la mediada por mGluR7.  
 
Los ésteres de forbol pueden potenciar la transmisión sináptica por 
mecanismos muy diferentes mediante la activación de PKC. La fosforilación de 
PKC de los canales de potasio provoca la reducción de la salida de esta ión y el 
alargamiento de los potenciales de acción, con el consiguiente aumento de la 
entrada de Ca2+ y liberación de neurotransmisor (Barrie y cols., 1991; Stea y 
cols., 1995; Hamid y cols., 1999). Además, la fosforilación por PKC aumenta la 
actividad de los canales de Ca2+ tanto de forma directa, aumentando la corriente 
de calcio (Yang y Tsien, 1993; Stea y cols., 1995), como de forma indirecta, 
liberando a estos canales de su inhibición por proteínas G (Swartz, 1993; Swartz 
y cols., 1993; Zamponi y cols., 1997; Herlitze y cols., 2001). Sin embargo, parece 
que ninguno de estos mecanismos tendría relevancia en la potenciación por 
forboles que observamos, ya que inducimos la liberación de glutamato 
mediante ionomicina, ionóforo de calcio que se inserta en la membrana 
plasmática provocando una liberación de glutamato independiente de 
potenciales de acción y de los canales de calcio (Jovanovic y cols., 2000). PKC 
también puede facilitar la liberación de neurotransmisores actuando a nivel de 
la maquinaria exocitótica. De este modo, la fosforilación de PKC de proteínas 
implicadas en la formación del complejo SNARE, como SNAP 25 (Genoud y 
cols., 1999; Kataoka y cols., 2000; Nagy y cols., 2002; Houelan y cols., 2007) y 
Munc 18 (de Vries y cols., 2000; Barclay y cols., 2003; Craig y cols., 2003; Nili y 
cols., 2006), aumenta el número de vesículas dispuestas para ser liberadas) 
(RRP) (Ghirardi y cols., 1992; Gillis y cols., 1996; Smith y cols., 1998; Silinsky y 
cols., 2003) y mejora el acoplamiento entre calcio y exocitosis (Korogod y cols., 
2007). Sin embargo, la potenciación por ésteres de forbol es insensible al 
inhibidor de PKC, bisindolilmaleimida, que bloquea el sitio de unión a ATP, 
pero sensible al  bloqueante del sitio de unión de DAG , calfostina C (fig. IV. 
29). Por tanto, parece razonable pensar que, al igual que la potenciación por 
mGluR7, la potenciación por los ésteres de forbol está mediada por proteínas no 
kinasas activadas por DAG, como son las proteínas Munc 13 ( Rhee y cols., 
2002). De esta manera, podemos concluir que la potenciación por ésteres de 
forbol y la mediada por mGluR7 comparten la vía de señalización intracelular, 
como confirma el hecho de que ambas respuestas se ocluyan (fig. IV. 29). 
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5.3. Los ésteres de forbol también potencian la liberación en botones 
sinápticos con canales P/Q,  pero sólo a baja [Ca2+]ext. 
 
Dado el amplio patrón de expresión de Munc 13-1 en la corteza cerebral 
(Augustin y cols., 1999) comparado con la restringida distribución de mGluR7  
y del canal N (Millán y cols., 2003), resulta sorprendente la pérdida de 
potenciación por ésteres de forbol en los ratones que carecen de canal N, así 
como que la magnitud de la potenciación por ésteres de forbol  sea similar a la 
mediada por mGluR7. Puesto que la potenciación por ésteres de forbol que 
observamos depende de Munc 13-1, cabe la posibilidad de que la pérdida del 
canal N lleve asociada alguna alteración en el patrón de expresión estas 
proteínas. Sin embargo, la mayoría de las terminaciones sinápticas de la 
preparación de corteza cerebral expresan Munc 13-1 mientras que la 
distribución de Munc 13-2 es más restringida  (fig. IV. 32). Estos datos coinciden  
con Augustin y cols., 1999; donde se muestra que munc 13-1 se expresa a lo 
largo de todo el cerebro mientras que munc 13-2 y munc 13-3 presentan un 
patrón de expresión excluyente, de manera que la primera se expresa 
preferentemente en el prosencéfalo quedando munc 13-3 restringida al cerebelo. 
Por tanto, dado que la liberación de glutamato en los botones sinápticos de la 
corteza cerebral está mediada tanto por canales N como P/Q (Millán y cols., 
2002a, 2003) y que Munc 13-1 está ampliamente expresada en prácticamente 
toda la población, seguimos sin entender por qué la potenciación por PDBu se 
pierde en los ratones deficientes en canal N. Aunque la potenciación por ésteres 
de forbol se ha determinado con ionomicina y, por tanto, es independiente de 
los canales de Ca2+, es posible que las terminaciones sinápticas con canales P/Q, 
acoplados de forma más eficiente a la liberación de glutamato que los de tipo N 
(Mintz y cols., 1995; Qian y Noebels, 2001; Wu y cols., 1999; Millán y cols., 2003), 
presenten menor rango dinámico para la función de Munc 13 que las 
terminaciones sinápticas con canales N; de manera que, en las condiciones de 
estimulación prolongada de nuestro experimento con [Ca2+]ext de 1,33 mM, se 
haya alcanzado un techo de liberación que impida observar una potenciación. 
Puesto que, en los ratones control,  los ésteres de forbol potencian la liberación 
tanto a alta como a baja Ca2+]ext, mientras que sólo lo hacen a baja [Ca2+]ext en los 
ratones que carecen de canal de calcio de tipo N (fig. IV. 34), parece razonable 
afirmar que la potenciación por ésteres de forbol a alta [Ca2+]ext tiene lugar en 
terminaciones sinápticas que contienen canales de calcio de tipo N. Cabe la 
posibilidad de que las terminaciones nerviosas con canales de calcio de tipo N o 
P/Q expresen diferentes isoformas de Munc 13. Sin embargo, nuestros 
resultados no apuntan en este sentido, ya que la población de terminaciones 
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nerviosas que expresa mGluR7, que sabemos que coincide exactamente con la 
población de terminaciones que contiene el canal de calcio de tipo N (Millán y 
cols., 2003), también expresa  Munc 13-1 o Munc 13-2 o ambas isoformas.  Por 
otro lado, aunque se ha observado que, al ser sometidas a un tren de estimulos, 
las sinapsis cuya transmisión sináptica depende exclusivamente de Munc 13-1 
presentan una marcada tendencia a experimentar depresión a corto plazo  
mientras que aquellas que dependen de Munc 13-2  exhiben potenciación a 
corto plazo (Rosenmund y cols., 2002); hay que señalar que los ésteres de forbol 
potencian la transmisión sináptica en ambos tipos de sinapsis, aunque la 
magnitud de la potenciación es mayor en las sinapsis que dependen de Munc 
13-2 (Rosenmund y cols., 2002). 
El hecho de que los botones sinápticos con canales N y los botones 
sinápticos con canales P/Q expresen las mismas isoformas de Munc 13, hace 
poco probable la idea de que los distintos requerimientos de calcio extracelular 
de la potenciación por  ésteres de forbol  reflejen la activación por Ca2+ de las 
distintas isoformas de Munc 13. El calcio regula la actividad de las proteínas 
Munc 13, tanto por su unión directa, como por la unión dependiente de calcio 
de fosfolípidos y calmodulina (Junge y cols., 2004; Dimova y cols., 2006; 
Rodríguez-Castañeda y cols., 2009; Shin y cols., 2001), aunque no se han 
descrito diferencias en cuanto a la unión a Ca2+-calmodulina entre las distintas 
isoformas de Munc 13 (Dimova y cols., 2006). En consecuencia, la diferente 
dependencia al calcio extracelular de la potenciación inducida por PDBu en las 
terminaciones con canales N o P/Q parece estar relacionada con las condiciones 
necesarias para que se haga patente el incremento de vesículas preparadas para 
la liberación mediado por  Munc 13 ya activadas, más que con  posibles 
diferencias en las propiedades de activación de Munc 13-1 y Munc 13-2. Podría 
ser que las terminaciones sinápticas con canales de calcio tipo P/Q presenten 
un rango dinámico menor para la acción de Munc 13. Así, la liberación de 
glutamato con PDBu a [Ca2+]ext de 0,1 mM es similar a la obtenida en ausencia 
de PDBu a [Ca2+]ext más elevado (0,5 mM) (fig. IV. 34), indicando que, en los 
botones con canales P/Q, el calcio  enmascara la potenciación mediada por 
PDBu. En este sentido, se ha descrito que los ésteres de forbol y el calcio 
potencian la transmisión sináptica mediante mecanismos parcialmente 
redundantes que implican el incremento del tamaño de la población de 
vesículas preparadas para la liberación (RRP) (Rosenmund y cols., 2002). 
 Las diferencias en la dependencia de Ca2+ de la potenciación por PDBu 
en botones con canales N ó canales P/Q podrían reflejar distintas isoformas de 
PLC en los dos tipos de botones con diferencias en su activación por Ca2+. Si los 
botones sinápticos con canales P/Q tuvieran isoformas de PLC más sensibles al 
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Ca2+, la producción tónica de DAG y la activación correspondiente de Munc 13 
ocluirían los efectos de los ésteres de forbol, que sólo pondrían de manifiesto 
con concentraciones bajas de Ca2+ intracelular.  
 En el otro extremo se encuentran las terminaciones con canales de calcio 
de tipo N, donde las altas concentraciones de calcio extracelular no enmascaran 
la potenciación da la liberación que induce PDBu. Desconocemos la causa de 
estas diferencias entre los sitios de liberación que contienen canales de calcio de 
tipo N o P/Q.  Ya se ha comentado que, en algunas sinapsis los canales N y 
P/Q presentan diferente eficiencia en el control de la exocitosis (Wu y cols., 
1999; Ahmed y Siegelbaum, 2009) y que, en las terminaciones nerviosas de la 
corteza cerebral, la liberación de glutamato acoplada a canales N es más 
sensible a la reducción de la [Ca2+]ext (Millán y cols., 2003) (fig. IV. 17) y a los 
quelantes de Ca2+ intracelular (fig. IV. 2) que la liberación acoplada a los canales 
P/Q. Sin embargo, esto no explica el efecto diferencial de los forboles en los 
botones con canales N o P/Q, ya que la potenciación tiene lugar en presencia 
del ionóforo inomicina y, por tanto, es un fenómeno independiente de la 
actividad de los canales de Ca2+. Por tanto,  para explicar la diferente 
dependencia de la potenciación por ésteres de forbol en los botones sinápticos 
con canales N o P/Q debemos atender a posibles diferencias en otros 
componentes de la maquinaria exocitótica.   
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1.-  mGluR7 inhibe la liberación de glutamato mediada por canales de Ca2+ de 
tipo P/Q por un mecanismo limitado a membrana dependiente de 
proteínas Gi/o, pero independiente de PLC y PKC. mGluR7 también 
reduce los niveles de AMPc contarrestando así la facilitación de la 
liberación por PKA.  
 
 
2.-  mGluR7 inhibe la liberación de glutamato tanto en botones sinápticos con 
canales N como P/Q, pero siempre en presencia de los receptores GABAB y 
adenosina A1. 
 
 
3.-  Los botones sinápticos que expresan canales N y los que expresan canales 
P/Q exhiben diferentes propiedades de liberación de glutamato. Los 
canales N están acoplados de forma menos eficiente a la liberación y 
presentan una mayor inhibición por receptores acoplados a proteínas G que 
los canales P/Q. 
 
 
4.- mGluR7 activa PLC, transloca Munc 13-1 y potencia la liberación de 
glutamato. Esta respuesta facilitadora permite al receptor ejercer un control 
bidireccional sobre la liberación de glutamato que puede ser relevante en la 
homeostasis sináptica.  
 
 
5.-  La potenciación de la liberación de glutamato que median mGluR7 y los 
ésteres de forbol comparten la vía de señalización intracelular y se ocluyen 
entre sí. Sin embargo, sólo los ésteres de forbol potencian la liberación de 
glutamato en botones con canales P/Q, eso sí, sólo en condiciones de bajo 
calcio extracelular. 
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